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Parmi les antibioliques antifongiques actuels, les polyénes 
représentent le groupe le plus intéressant du point de vue théra- 
peutique [4]; ces antibiotiques contiennent un nombre variable 
de doubles liaisons conjuguées (CH = CH); d’aprés le spectre 
d’absorption dans Vultra-violet et d’autres propriétés physico- 
chimiques, on distingue des tétraénes comme la nystatine et |’am- 
photéricine A, des pentaénes comme la filipine, des hexaénes 
comme la flavacide et des heptaénes comme la candicidine, la 
trichomycine et l’amphotéricine B. Ces polyénes ont un spectre 
antifongique trés large, inhibant la croissance de nombreux cham- 
pignons levuriformes ou filamenteux, pathogénes ou non; par 
contre, ils n’agissent pas sur les bactéries, les aclinomycétes ou 
les virus. 


y 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 5 novembre 1959. 
Annales de l'Institut Pasteur, 98, n° 4, 1960. 331 
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L’étude de V’action de certains antibiotiques anlibactériens, 
comme la gramicidine, sur le métabolisme respiratoire des bac- 
téries a permis de comprendre certains aspects de leur mode 
d’action [7]. Cela nous a incités a étudier l’action d’un polyéne 
antifongique nouveau, l’amphotéricine B, sur le métabolisme resp1- 
ratoire d’une levure pathogéne : Candida albicans [6]; cette étude 
a été ensuite complétée par celle de son action sur Je métabolisme 
des acides nucléiques, des protéines et du phosphore de cette 
méme levure [43, 44]. 

Dans ce mémoire nous rapportons |’étude de l’action des ampho- 
téricines A et B sur le métabolisme respiratoire de Candida albi- 
cans, la comparant a celle d’autres polyenes, comme la nystatine 
et la trichomycine, dont l’effet sur le métabolisme respiraloire 
de certains champignons a été abordé par divers auteurs [4, 2, 9, 
42, 16, 48). 


MATERIEL ET METHODES. 


a) Soucnr. — La souche A. B. de Candida albicans, isolée d’un préleé- 
vement buccal provenant d’un enfant atteint de muguet généralisé, 
a été utilisée au cours de toutes les expériences. Cette souche est entre- 
tenue sur gélose glucosée de Sabouraud. 


b) ANTIBIOTIQUES ETuDIEs (1). 


1° Amphotéricine B, lot DIAM 8-24 CR sous forme de poudre cristal- 
line, titrant 850 unités par millligramme. 10 mg d’antibiotique sont 
dissous dans 0,2 ml de diméthylformamide ; on compléte avec de l’eau 
distillée pour obtenir la concentration de 1000 ug/ml. Les dilutions 
suivantes sont effectuées dans des solutions tampon 4 pH 7 ou pH 4,2 
selon les expériences. Pour la plupart des expériences, on a employé 
la concentration finale de 50 pg d’amphotéricine B pour 1 ml] d’une 
suspension de levures représentant en raoyenne 1 mg de substance 
séche et 4.10" cellules ; cette concentration qui exalte considérablement 
les oxydations cellulaires &4 pH 7 est fongicide, car elle provoque apres 
vingt minutes de contact la mort d’environ 50 p. 100 des levures ; 
lvaction est trés rapide, car méme aprés quinze minutes de contact on 
constate la disparition de la viabilité de 30 p. 100 des levures ; aprés 
six heures d’action, 75 p. 100 des levures ne sont plus viables. A pH 4,1 
seulement 1,5 yg d’amphotéricine sont nécessaires pour tuer 90 p. 100 
des levures aprés six heures. La concentration fongistatique d’ampho- 
téricine B pendant vingt-quatre heures pour 1 ml de suspension de 
Candida contenant 3.108 levures est de 0,2 ug. L’activité antifongique 
est dépendante également de la concentration en levures et du temps 
de contact de ces derniéres avec 1’antibiotique. 


2° Amphotéricine A, lot HV 773, sous forme de poudre amorphe 
titrant 995 unités par milligramme. 


(1) Nous remercions vivement les Laboratoires Squibb, de New York 
et de Paris, qui nous ont gracieusement fourni ces antibiotiques. 


EE 
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3° Nystatine, sous forme de poudre titrant 2500 unités par milli- 
gramme. Ces deux derniers antibiotiques sont mis en suspension selon 
les procédés indiqués pour l’amphotéricine B. 


C) CONDITIONS DE CULTURE. 


Les levures sont cultivées dans un milieu liquide de composition 
suivante : SO,(NH,),: 1 g; glucose: 20 g; phosphate disodique : 
3,34 g; phosphate monopotassique : 0,54 ¢ ; sulfate de magnésium : 
0,25 g ; biotine 10-8 ; solution d’oligo-éléments de Berthelot : X gouttes ; 
eau distillée dans le Pyrex: 1000 ml. Le milieu est réparti dans des 
fioles de 125 ml sous un volume de 20 ml; 0,2 m! d’une culture de 
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Fic. 1. — Rapport entre le poids sec en ug/ml d’une suspension de Candida albicans 
et l’opacité de la méme suspension exprimée en divisions du photométre. 


16 4 18 heures, dans la phase exponentielle de croissance, constitue 
inoculum standard. Les fioles sont agitées a 100 secousses/minute 
a la température de 34°. La respiration est étudiée sur des levures 
jeunes en pleine période exponentielle de croissance et sur des levures 
dgées en phase stationnaire. La récolte des levures jeunes en période de 
multiplication exponentielle est effectuée aprés seize 4 dix-huit heures 
d’incubation et celle des levures 4gées aprés sept jours. Les levures sont 
lavées trois fois dans de l]’eau distillée par centrifugations successives 
et remises en suspension dans une solution de tampon phosphate 0,01 M 
& pH 7,0-7,1 ou solution tampon ac. citrique-phosphate a pH 4,1-4,2. 
Suivant les conditions expérimentales on ajoute ou non du glucose A la 
concentration 1 p. 100. On évalue la concentration des suspensions de 
levures par néphélométrie, aprés avoir établi préalablement une corres- 
pondance avec le poids sec, l’azote total et le nombre des cellules de la 


suspension de levures. 
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La courbe de la figure 1 exprime les rapports entre les divisions du 
photomeétre indiquant l’opacité des suspensions de levures lavées et les 
poids secs respectifs. Une proportionnalité existe entre le poids sec des 
levures jeunes et Agées et l’opacité de ces suspensions de levures pour 
des chiffres ne dépassant pas 150 divisions du photoméetre. 


d) MESURE DES ECHANGES GAZEUX. 


L’étude des échanges gazeux en présence d’air ou d’azote est effectuée 
dans le respirométre de Warburg a volume constant selon les méthodes 
classiques décrites par Umbreit et coll. [24]. A cet effet, on dispose 
1 ml de la suspension appropriée de levures dans des fioles de 13 mil. 
L’antibiotique, en suspension dans la solution tampon, est dispose 
dans l’appendice latéral dans un volume de 0,5 ml et ajouté aux levures 
une demi-heure aprés la fermeture des manométres. Pour la mesure 
de la consommation d’oxygéne, la cupule centrale regoit 0,2 ml de 
KOH a 20 p. 100, qui absorbe le CO,. Pour la mesure du CO,, la cupule 
centrale d’une deuxiéme fiole recoit 0,2 ml d’eau distillée. 

Les quantités d’O, absorbé ou de CO, dégagé sont calculées en 
fonction de l’azote total présent dans les levures ou du poids sec ; 
elles peuvent exprimer la consommation d’O, ou le dégagement de 
CO, des levures pour une ou trente minutes. 

Pour les expériences en atmosphére d’azote on chasse l’air en faisant 
barboter de lazote dépourvu d’O, dans les fioles pendant quinze 
minutes. 


RESULTATS. 
A. EXPERIENCE EN PRESENCE D’QO,. 


1° En présence de glucose a1 p. 100 & pH 7, l’'amphotéricine B 
provoque une exaltation de la consommation d’O, de Candida 
albicans 4 des concentrations variant entre 12,5 et 50 pg d’anti- 
biotique par millilitre ; cette exaltation diminue en fonction du 
temps ; aux concentrations plus fortes aprés une exaltation ini- 
tiale rapide on observe une inhibition importante des oxydations. 
Le tableau I résume les résultats obtenus. 


Tinreau I, — Consommation d’oxygéne de Candida albicans en pré- 

sence de glucose (1 p. 100) et de concentrations variables d’ampho- 

téricine B; tampon phosphates pH 7,0; levures jeunes de 
seize heures. 


Taux d’exaltation (+) ou d’inhibition (—) 
en fonction du temps, 
de la consommation. d’oxygéne par des suspensions 


Concentration de 'C. albicans en présence de glucose 


en amphotéricine B 


(pg/ml). 30 mn. 120 mn. 200 mn. 310 mn, 
L Doe Oona Gran nf 0 0) fo) = 
Ch Bn POC a,d6 GONE Oy S006 bo 14% == 191% + 6% = 
DO sion thotae eee ee +20 +14 = 11 = 
HOO icncrstole cre +14 o —10 —4o% 
150 


ANTIBIOTIQUES ANTIFONGIQUES 473 


L’influence de Pamphotéricine B sur la consommation d’O, par 
Candida albicans est exprimée en fonction du temps dans la 
figure 2 pour les levures jeunes en période de multiplication e€xpo- 
nentielle, et dans Ja figure 3 pour les levures Agées. 

L’emploi de l’azote total des suspensions de levures comme 
coordonnée de référence ne fait apparaitre aucune différence 
entre la quantité d’O, absorbé par les levures jeunes ou agées ; 
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Fic. 2. — Influence de Il’ampholéricine B sur la consommation d’oxygtne de 


Candida albicans. e—e,suspension de leyures jeunes de dix-huit heures dans une 
solution de tampon phosphates pH 7,0 glucosée 4 1 p. 100 (témoin). o—o, suspension 
de levyures + amphotéricine B i 50 pg/ml. 


Fic. 3. — Influence de l’amphotéricine B sur Ja respiration des cultures agées de 
Candida albicans. Suspension de leyures dans une solution glucosée a 1 p. 100, 
tampon phosphates pH 7,0. 


pour cette raison, a titre comparatif dans de nombreuses expé- 

: , 3 ’ eS 
riences, la consommation d’O, en pg est rapportée a l’azote total, 
comme dans la figure 4. 
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L’exaltation des oxydations en présence d’amphotéricine B est 
d’autant plus grande que les levures jeunes sans amphotéricine 
(levures témoins) arrivent a doubler leur nombre a la fin de 
l’expérience de mesure des échanges gazeux. Ainsi, par exemple, 
partant d’une moyenne de 37 500 levures par millimetre cube dans 
la solution glucosée 1 p. 100 avec tampon phosphates 4 pH 7, on 
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Fic. 4. — Influence de l’amphotéricine B sur la consommation d’oxygéne par des 

suspensions de Candida albicans. L’Og est exprimé en yl par mg d’azote total. En 

trait plein : suspensions dépourvues de substrat carboné. En pointillé : suspension 

contenant 1 p. 100 de glucose. O : suspensions de Candida albicans témoin. 
e : suspens:ons de Candida albicans + amphotéricine B 4 50 pg/ml. 


arrive pour les témoins aprés sept heures d’agitation dans l’appa- 
reil de Warburg, 4 68 000 levures par millimétre cube. 

A pH 4,2 (tampon acide citrique-phosphate) l’effet stimulant 
sur la consommation d’O, par les levures est obtenu seulement 
avec des concentrations trés faibles : 1,5 et 3,12 ug; pour des 
concentrations dépassant ces chiffres on assiste A une inhibition 
de la respiration, proportionnelle & la concentration d’amphoté- 
ricine B employée (fig. 5); par exemple, la concentration de 
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50 pg/ml, qui produit le maximum d’exaltation de la respiration 
en tampon phosphate a pH 7, produit une rapide inhibition a pH 4,2. 
2° En absence de substrat carboné, l’amphotéricine B pro- 


voque une exaltation des oxydations endogénes de l’ordre de 
73 p. 100 pour des concentrations de 50 ug/ml d’antibiotique 
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Fic. 5. — Influence de l’amphotéricine B sur des cellules jeunes de Candida albicans 
en présence de glucose | p. 100 en tampon acide citrique-phosphate pH 4,2. 


a pH 7. Ces résultats sont plus nets avec les levures jeunes qu’avec 
les levures Agées (fig. 4, 6, 7). 

3° Les quotients respiratoires (Q. R.) des cultures jeunes en 
présence de glucose sont moins élevés que ceux des cultures 
agées, mais l’amphotéricine B augmente pratiquement de la méme 
facon le quotient respiratoire des deux types de levures (fig. 8). 
Des résultats identiques sont obtenus en absence de glucose, mais 
la valeur des Q. R. est légérement inférieure 4 1 et diminue régu- 
liérement. 
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Fyc. 6. — Influence de l’amphotéricine B sur la respiration endogéne de leyures 


jeunes (16 heures) de Candida albicans. Tampon phosphates pH 7,0. 
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4° Dans une autre série d’expériences, les Candida sont mis 
en contact avec l’amphotéricine B pendant des temps variables 
(dix, quinze, vingt, trente et cent quatre-vingts minutes), ensuite 
lavés quatre fois a l’eau distillée et ramenés A la concentration 
initiale : les levures ainsi lavées sont distribuées dans des fioles 
de Warburg et les échanges gazeux mesurés dans Jes mémes 
conditions que pour les levures témoins soumises A lantibiotique 
pendant |’expérience. 

Les levures lavées aprés le contact préalable avec V’amphoté- 
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Fic. 8. — Influence de l’amphotéricine B sur le Q. R. de suspensions de Candida 

albicans en présence de 1 p. 100 de glucose : 1, suspensions de levures Agées 

+ amphotéricine 4 50 pg/ml; 2, suspensions de levures Agées témoins ; 3, suspen- 

sions de levures jeunes + amphotéricine 4 50 pg/ml; 4, suspensions de levures 
jeunes témoins. 


ricine B (50 pg en milieu tampon pH 7) ne présentent plus le 
phénoméne de stimulation de la consommation d’O,, au contraire, 
on constate une diminution de la consommation d’O,, m*me aprés 
un contact de quinze minutes avee Vantibiolique. La diminution 
de la consommation d’O, en respiration endogéne ou exogéne est 
d’autant plus marquée que le contact est plus prolongé. La figure 9 
résume les résultats d’une de ces expériences. 


5° Un nombre plus restreint d’expériences a été effectué dans 
les mémes conditions avec l’amphotéricine A et la nystatine. 
L’exaltation des oxydations en présence ou en absence de substrat 
carboné en tampon phosphate a pH 7 a été également retrouvée 
d’une facon générale. Par contre, les essais que nous avons effec- 
tués avec l’actidione, antifongique d’une structure différente (cyclo- 
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heximide) ont montré que cet antibiotique inhibe les oxydations 
endogénes et exogénes des levures sensibles a Pactidione ; en 
effet, les concentrations variant entre 16,2 et 50 pg ont un effet 
inhibiteur sur la respiration de Candida tropicalis sans produire 
de stimulation. 


B. ExpERIENCE EN ATMOSPHERE D’AZOTE. 


En présence ou en absence de glucose 4 pH 7, on constate que 
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Fic. 9. — Consommation d’Og des levures lavées aprés contact préalable avec des 
concentrations variables d’amphotéricine B. Courbes: 1, levures témoins ; 2, levures 
lavées aprés quinze minutes de contact avec l’amphotéricine B 4 50 pg/ml ; 3, levures 
aprés trente minutes de contact avec l’antibiotique ; la mesure des échanges respi- 
ratoires a été effectuée une heure apres le contact levures/antibiotique pour les 
courbes 2 et 3, et deux heures aprés pour les courbes 4 et 53; 4, levures lavées 
apres quinze minutes de contact avec l’antibiotique ; 5, levures aprés trente minutes 
de contact. 


Vamphotéricine B stimule le dégagement de CO,. Cette stimula- 
tion est de 20 a 40 p. 100 au bout de trois heures de fermentation en 
présence de glucose ; elle est encore plus grande (+ 66 p. 100) 
en absence de substrat, par rapport au témoin (fig. 10). 
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Discussion. 


De nombreux agents antimicrobiens et antifongiques exercent 
un effet inhibiteur sur le métabolisme respiratoire de microorga- 
nismes sensibles ; d’autres moins nombreux, comme les sulfona- 
mides, ne paraissent pas interrompre les processus respiratoires, 
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Fic. 10. — Action de l’amphotéricine B sur le dégagement de COg, en atmosphére 

d'azote, de suspensions de Candida albicans. Courbes : 1, 2, glucose 0,25 p. 100; 

5 et 4, glucose 0,1 p. 100 ; 5 et 6, sans substrat carboné ; 1, 3 et 5, levures addition- 
nées d’amphotéricine B 4 50 ug/ml ; 2, 4 et 6, levures témoins. 


malgré une activité bactériostatique marquée ; enfin une derniére 
catégorie comprend des produits qui provoquent la stimulation 
de la respiration ou de Ja fermentation des organismes dont ils 
inhibent la multiplication ; parmi eux, il faut signaler en premier 
le dinitrophénol qui stimule le métabolisme respiratoire de cel- 
lules de végétaux supérieurs, de cellules fongiques et de cellules 
animales [49, 20]. L’action stimulante de certaines substances anti- 
fongiques minérales ou organiques sur la fermentation des levures 
a été observée depuis longtemps par Schulz (1888), par Richet 
(1906), par Branham (1929) [8, 22, 23] et, plus récemment [5], on 
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a constaté un effet stimulant la respiration de dermatophytes sous 
action de certains acides gras fongicides. 

En ce qui concerne les antibiotiques antifongiques du groupe 
des polyénes, quelques travaux récents décrivent l’action stimu- 
lante de la nystatine sur la respiration des levures et de la tricho- 
mycine sur la respiration des dermatophytes ; certaines contra- 
dictions sont pourtant a relever [4, 2, 16, 24}. Lampen et coll. [46], 
étudiant l’action de la nystatine sur Saccharomyces cerevisiae et 
Candida albicans, trouvent que la consommation endogéne d’O, 
et l'utilisation aérobie et anaérobie du glucose sont inhibées par 
des concentrations fongicides de 3 4 5 ug/ml, mais des concentra- 
tions plus fortes (10 pg) provoquent au contraire une stimulation 
initiale de la consommation d’O, suivie d’une perte rapide d’acti- 
vité ; ces auteurs notent, cependant, qu'une augmentation de la 
consommation de l’oxygéne peut étre observée aux faibles concen- 
trations d’antibiotique. Certains résullats discordants d’inhibition 
de la respiration sans stimulation préalable peuvent étre expliqués 
par le fait que ces auteurs ont travaillé 4 des pH divers, variant 
entre 4,5 et 7,5. En anaérobiose (atmosphére N, + 5 p. 100 CO,), 
a pH 4,5, la glycolyse est stimulée par 0,4 pg de nystatine par 
millilitre et fortement diminuée par 3,3 pg/ml. Selon Lampen et 
coll., la nystatine rend les cellules incapables d’utiliser le glucose, 
mais ne bloque pas sa pénétration dans la cellule et n’interfére 
pas avec hexokinase. Harman et Masterson [42] trouvent égale- 
ment une stimulation de la respiration endogéne de C. albicans 
a pH 7 sous laction de la nystatine; cette stimulation atteint 
300 p. 100 dans les premieres heures de contact pour diminuer 
ensuite ; l’étude cytologique des levures soumises a la nystatine 
montre une rapide consommation des réserves en glycogéne et 
une accumulation des métaphosphates. Par contre, Bradley [4, 2), 
étudiant sur Candida stellatoidea \’action de la nystatine sur la 
fermentation du glucose en anaérobiose, note une forte et rapide 
inhibition avec 4 pg de nystatine par millilitre A pH 2, tandis 
qu’a pH 5,6 la fermentation n’est pas inactivée. Ribéreau-Gayou 
et coll. [24], faisant agir la nystatine et d’autres antifongiques sur 
Sccharomyces ellipsoideus, trouvent que la nystatine, a des 
concentrations fongicides, inhibe fortement la fermentation du 
glucose 4 pH 4,5; d’aprés les résultats présentés on remarque 
toutefois qu’une stimulation initiale des oxydations et du dégage- 
ment de CO, a lieu a pH 8. 

Notre étude précise l’action dun nouveau polyéne antifongique, 
l’amphotéricine B sur le métabolisme respiratoire de C. albicans. 
Nous montrons qu’en aérobiose 4 pH 7 en présence ou en absence 
de substrat carboné, ’amphotéricine B, & concentration fongicide 
moyenne, provoque une exaltation de la consommation d’oxygéene 
chez les levures jeunes ou Agées. L’exaltation des échanges respi- 
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ratoires est plus marquée en absence de substrat carboné, attei- 
gnant 73 p. 100; dans ces conditions, l'utilisation des réserves, 
et particuliérement des réserves glucidiques, est accélérée. En ce 
qui concerne la fermentation en présence ou en absence de substrat 
carboné, l’amphotéricine B exalte le dégagement de CO, avant de 
Varréter définitivement. A un pH acide, la stimulation de la res- 
piration est obtenue avec de trés faibles concentrations d’antibio- 
tique. A notre avis, la stimulation ou l’inhibilion de la respiration 
des levures tnaitées est fonction des concentrations fongicides des 
polyénes, concentrations qui varient selon le pH du milieu. La 
récente étude de Lampen et de ses coll. [46 bis] montre en effet 
qu’a pH acide, la nystatine est absorbée plus rapidement et en 
plus grande quantité qu’a pH neutre ou alcalin. 

Les résultats obtenus sur C. albicans avec l’amphotéricine B, 
polyéne heptaéne, se retrouvent avec |’amphotéricine A (tétraéne) 
et avec la nystatine, polyene & groupement diéne-tétraéne. Ceci 
montre que tous les polyénes agissent d’une fagon semblable sur 
le métabolisme respiratoire fongique. L’action de ces antibiotiques 
peut étre attribuée soit & une exaltation de l’activité de certains 
enzymes cellulaires, soit & une action directe sur la mobilisation 
des réserves. 

La stimulation des oxydations cellulaires chez les levures sou- 
mises aux polyénes suggére une analogie avec l’action des agents 
découplants, comme le 2-4 dinitrophénol qui active les oxydations 
cellulaires ainsi que ]’ont montré dés 1931 Magne, Mayer et Plan- 
tefol [17]. Ces auteurs, partant d’observations d’hyperthermies 
mortelles survenant pendant la guerre 1914-1918 chez des per- 
sonnes fabriquant des dinitrophénols, ont retrouvé l’action stimu- 
lant les oxydations cellulaires chez divers animaux homéothermes 
et poikilothermes. Or, on peut souligner le fait que |’administra- 
tion par vole parentérale d’amphotéricine B ou de nystatine chez 
Vhomme et l’animal s’accompagne d’hyperthermie. L’action du 
dinitrophénol fut généralisée au matériel végétal par Plantefol en 
1932 {49, 20], qui constata l’augmentation de la respiration sur 
des cellules et tissus végétaux (tubercules de navet), champignons 
(Sterigmatocystis nigra) et levures (Saccharomyces cerevisiae). 
Plantefol établit qu’a des concentrations convenables de dinitro- 
phénol, l’augmentation des oxydations des levures cultivées en 
que sur l’absorption d’O, ; les levures cultivées en anaérobiose, 
aérobiose porte aussi bien sur le dégagement d’acide carbonique 
mais mises ensuite en présence d’O,, n’ont pas de respiration 
acccrue par le dinitriphénol, car elles réduisent rapidement le 
dinitrophénol. Les travaux de Plantefol furent ultérieurement 
confirmés par d’autres auteurs [8], mais infirmés par Genevois 
et coll. (40], qui remarquent seulement un effet inhibiteur sur 
la respiration des levures. Mais, ainsi que pour l’amphoté- 
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ricine B qui a un pH acide ne provoque plus de stimulation 
mais une forte inhibition de la respiration, l’effet du dinitro- 
phénol est fonction du pH: & un pH neutre ou voisin de la 
neutralité, la stimulation des oxydations cellulaires par le dinitro- 
phénol est tres marquée, tandis qu’A un pH acide, c’est linhi- 
bition qui est constatée ; ceci explique les résultats discordants de 
Genevois et coll. qui travaillaient probablement a pH acide. Field 
et coll. [8] interprétent l’effet du pH en fonction de la dissociation 
du dinitrophénol actif. 

Par lavage des levures en contact avec l’antibiotique, l’effet 
stimulant de l’amphotéricine B sur la respiration est supprimé. 
L’amphotéricine B pénétre trés rapidement a J intérieur des 
levures, restant fixée méme aprés de nombreux lavages; elle 
continue ainsi son activité, inhibant fortement la consommation 
d’oxygéne. Il est possible que le lavage élimine des produits rejetés 
par les levures soumises a l’action antibiotique, produits respon- 
sables de la stimulation de la consommation d’O,. Une fuite de 
métabolites essentiels et de dérivés phosphorylés est signalée par 
Osteux et coll. [48] au cours de l’action de la nystatine sur C. albi- 
cans ; ces auteurs envisagent hypothése que la nystatine agirait 
électivement sur les membranes cellulaires de levures sensibles, 
en modifiant leur perméabilité et entrainant par la suite une 
carence responsable de l’activité fongistatique et fongicide sui- 
vant le degré d’altération. 


CONCLUSION. 


L’ampholéricine B, antibiotique polyéne qui inhibe la croissance 
de Candida albicans, provoque une exaltation de la consomma- 
lion d’oxygéne a des concentrations variant entre 15 et 50 pug 
d’antibiotique par millilitre d’une suspension de 4.10’ levures en 
solution tamponnée a pH 7, en présence ou en absence de substrat 
carboné et en atmosphére d’air. A des concentrations plus fortes 
d’antibiotique, aprés une stimulation initiale, on constate une inhi- 
bition importante de l’oxydation du glucose. 

In absence de substrat carboné, cet antifongique accélére consi- 
dérablement lutilisation des réserves produisant une exaltation des 
oxydations endogénes atteignant 73 p. 100. 


Les levures lavées aprés un contact préalable avec |’amphoté- 
ricine B ne présentent plus cet effet stimulant la consommation 
d’O,; il est possible que l’antibiotique altérant la perméabilité 
de la membrane permette le rejet de produits stimulant la respi- 
ration, produits éliminés par le lavage. A pH 4,2 l’effet stimulant 
la consommation d’oxygéne des Candida est obtenu seulement avec 
des concentrations trés faibles; pour des concentrations supé- 
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rieures 4 3,12 wg on assiste a une inhiibtion de la respiration pro- 
portionnellle 4 la concentration d’amphotéricine employée. 

En atmosphére d’azote, en présence ou absence de glucose et 
a pH 7, on constate que l’amphotéricine B stimule le dégagement 
de CO,. 

L’action de l’amphotéricine B et d’autres polyénes antifongiques 
peut étre attribuée soit a une exaltation de l’activité de certains 
enzymes cellulaires, soit 4 une action directe sur |’utilisation des 
réserves. Cette action est comparable par certains aspects a celle 
d’agents découplant la phosphorylation, comme le 2-4 dinitro- 
phénol qui stimule également les oxydations cellulaires endog ‘nes 
et exogénes. 


SUMMARY 
MECHANISM OF ACTION OF ANTIFUNGAL ANTIBIOTICS. 


I. — THE ACTION OF AMPHOTERICIN B ON RESPIRATORY METABOLISM 
oF Candida albicans. 


Amphotericin B is a polyene antibiotic, inhibiting the growth 
of Candida albicans ; it provokes an increase of O, uplake in 
presence or in absence of carbon substrate, and in presence of 
air at pH 7. When the substrate contains no carbon, this anti- 
biotic considerably accelerates the consumption of reserves, pro- 
voking an increase of endogenous oxidations arising up to 73 °%,. 
The stimulating effect on O, uptake disappears when the Candida 
albicans cells are washed after their contact with amphotericin B ; 
it is possible that the washing discards the products responsible 
for the stimulation of O, uptake, products released by alteration 
of the cell permeability. At pH 4,2 the uptake of O, is stimulated 
only by small amounts of antibiotic; with greater amounts 
the inhibition is proportional to the amphotericin B = concen- 
trations. In atmosphere of nitrogen, in presence or absence of 
dextrose, at pH 7, CO, production is stimulated by amphote- 
ricin B. 

Certain details of the action of amphotericin B and of other 
polyenes are compared with the action of decoupling agents of 
phosphorylation, such as 2-4 dinitrophenol, which also stimulates 
the exogenous and endogenous oxidations. 


BIBLIOGRAPHIE 


[4] Braptey (S.G.). Antib. Chemother., 1958, 8, 282. 

[2] Brapuey (S.G.). a) Proc. Soc, exp. Biol., 1958, 98, 786 ; b) Bact. 
Proc., 1959, 82. 

[3] Brannam (S. E.). J. Bact., 1929, 18,247. 

[4] Brown (R.) et Hazen (E.L.). Trans. New York Acad. Sci., 1957, 
49, 447. 


484 
[5] 
[6] 
[7] 
[8] 


[9] 
[10] 


[411] 


[12] 
[13] 


[14] 


[43] 
[16] 


ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Cuatraway (F. W.), Taompson (C. C.) et Barrow (A. J. E.). Biochem. 
J., 1956, 63, 648. 

Drouner (E.), Hrrtu (L.) et Leseurmer (G.). C. R. Acad. Scu., 
1958, 247, 2416. 

Dusos (R. J.), Horcnxiss (R. D.) et Copurn (A. F.). J. biol. Chem., 
1942, 164, 421. 

Fievp (J.), Martin (A. W.) et Frecp (S. M.). Proc. Soc. exp. Biol., 
1933, 34, 56; 1935, 32, 1043. 

Fusm. Pharmac. Bull., 1957, 5, 507. 

GeneEvors (L.) et Sanic (R.). C. R. Soc. Biol., 1934, 117, 368 ; 1935, 
448, 1354. 

Gotp (W.), Stour (H. A.), Pacano (J. F.) et Donovicx (R.). Antib. 
Ann,, 1955-1956, 579. New York Med. Encyclop. 

Harman (J. W.) et Masterson (J. G.). Irish J. med. Sci., 1957, 249. 

Hinta (L.), Leseurier (G.) et Drouner (E.). C. R. Acad. Scei., 
1959, 248, 3333. 

Hints (L.), Leseurirer (G.) et Drouner (E.). C. R. Acad. Sci., 
1959, 248, 3733. 

Horcuxiss (R. D.) Adv. Enzym., 1946, 4, 153. 

Lampen (J. O.), Morcan (E. R.) et Stocum (A.). J. Bact., 1957, 74, 
297. 


[46 bis] Lamprn (J.0.), Morcan (E.R.), Stocum (A.) et Arnnow (P.). 


[17] 
[18] 
[19] 
[20] 
[24] 
[22] 
[23] 
[24] 


[25] 


J. Bact., 1959, 79), 282: 

Maecne (H.), Mayer (A.) et Pranreron (L.). Ann. Physiol., 1931, 
7, 260. 

Osreux (R.), Tran VAn Ky et Bicuer (J.). C. R. Acad. Sci., 1958, 
247, 2375. 

Pranterot (L.). Ann. Physiol., 1932, 8, 124. 

PLANTEFOL (L.). Ann. Ferment., 1935, 4, 149. 

RipEREAU-G*you (J.), Peynaup (E.), Larourcape (S.) et Laron (M.). 
Bull. Soc. Chim. Biol., 1958, 40, 189. 

Ricuet (C.). Arch. intern. Physiol., 1906, 4, 208. 

Scuuuz (H.). Arch. ges. Physiol., 1958, 42, 517. 

Umeprerr (W. W.), Burris (R. H.) et Staurrer (J. F.). Manometric 
Techniques. Burgess Publ. C°, Minneapolis. 

VanDEPUTTE (J.), Warcuen (J. L.) et Stier (E. T.). Antib. Ann., 
1955-1956, 587, New York Med. Encyclop. 


CHIMIOTHERAPIE ANTITUBERCULEUSE EXPERIMENTALE 
CHEZ LE RAT BLANC 


par Francoise GRUMBACH (*). 


(Institut Pasteur, Service de la Tuberculose) 


Il peut sembler paradoxal d’utiliser le rat blanc comme animal 
d’expérience en chimiothérapie antituberculeuse. En effet, le rat 
est considéré comme un animal trés peu sensible a la tuberculose 
et il est de ce fait tres peu employé en chimiothérapie antituber- 
culeuse. 

Hehre et Freund en 1939 [4], Oswald en 1940 [2], Wessels en 
1941 [8], ayant inoculé des rats par voile veineuse avec des doses 
de différents bacilles tuberculeux variant de 0,001 a 0,1 mg, cons- 
tatent que les bacilles se multiplient dans les organes et que les 
lésions pulmonaires persistent jusqu’a la mort du rat qui n’a 
souvent lieu qu’au-dela du sixiéme mois, ce qui représente une 
évolution trés lente mais certaine de linfection tuberculeuse. 
Récemment, au Japon, Kumashiro [4], inoculant des rats blancs 
avec 0,1 mg de la souche H87Rv, n’obtient qu’une maladie chro- 
nique qui régresse et ne tue aucun des animaux. 

Mais la souris aussi a été longtemps considérée comme un 
animal peu sensible a la tuberculose et difficile 4 utiliser en 
chimiothérapie antituberculeuse expérimentale ; cependant, elle est 
actuellement employée dans tous les laboratoires ot: elle donne 
des résultats réguliers, précis et constants. Elle présente l’avantage 
sur le rat d’étre plus petite, plus facile 4 manier et elle nécessite 
moins de médicament, ce qui est souvent un avantage lorsqu’on 
a des produits nouveaux a étudier. 

Malgré tout cela, les raisons qui nous ont incitée a faire des 
essais de chimiothérapie antituberculeuse expérimentale chez le 
rat blane découlent des résultats inattendus obtenus par [essai 
de différents antibiotiques (sulfones, pénicilline, streptomycine, 
chloramphénicol) dans le traitement des infections expérimentales 
du rat a streptocoques, pneumocoques et Klebsiella pneumoniae 
(Boyer [5]), résultats qui sont différents de ceux qu’on obtient 
chez la souris avec ces mémes antibiotiques. 

En effet, le rat s’est révélé un animal beaucoup plus sensible 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 3 décembre 1959. 
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que la souris au traitement par la diamino-diphényl-sulfone (DDS) 
et le para-amino-phényl-sulfamide (1162 F). Au contraire, il serait 
moins sensible que la souris a l’action de la pénicilline, de la 
streptomycine et du chloramphénicol. 

Nous avons alors pensé que, s'il était possible de provoquer 
une tuberculose qui tue réguliérement le rat, cet animal pourrait 
étre utilisé pour l’essai de différentes sulfones dont l’action anti- 
tuberculeuse chez la souris est si difficile A mettre en évidence, 
comme nous l’avons montré antérieurement [6], du fait de leur 
faible activité méme a des doses voisines de la dose toxique. 

Le rat tuberculeux allait-il se comporter vis-a-vis des sulfones 
comme il s’était comporté au cours d’une streptococcie ou d’une 
pneumococcie ? 

Nous avons été amenée ainsi A comparer chez le rat tuberculeux 
activité des sulfones a celle d’autres médicaments, dont l’activité 
antituberculeuse chez la souris était bien connue et étudiée (iso- 
niazide, streptomycine, thioamide a-éthylisonicotinique). Ce sont 
ces résultats que nous avons voulu exposer en discutant des parti- 
cularités observées avec chacun de ces antibiotiques. 


TUBERCULOSE EXPERIMENTALE DU RAT (1). 


Des rals blancs jeunes (Agés de 1 4 2 mois), males ou femelles, 
pesant de 120 4 150 g, sont inoculés par voile veineuse avec 1 mg 
(poids humide), soit environ 20 4 40 millions de germes d’une 
culture de 7 jours, en milieu de Dubos-Tween-Albumine, de la 
souche humaine H87Rv dont la virulence pour l’animal est entre- 
tenue par passages chez la souris. Tous les animaux inoculés 
prennent du poids réguliérement pendant deux mois environ, 
époque a laquelle ils commencent 4 maigrir et A présenter de la 
dyspnée. Si on les sacrifie 4 ce moment, on constate a l’autopsie 
que tous les animaux ont des lésions pulmonaires granuliques 
étendues, le foie et la rate sont augmentés de volume et l’examen 
histologique de tous les organes (que nous devons a l’obligeance 
de M. le Dt J.-C. Levaditi que nous remercions) révéle une tuber- 
culose miliaire du poumon, du foie, de la rate et des reins, carac- 
térisée par une infinité de micronodules épithélioides riches en 
bacilles. D’ailleurs, les frottis de tous ces organes sont riches en 
bacilles. 

Si on laisse vivre ces animaux, ils résistent souvent longtemps 
a l’infection tuberculeuse ; ils sont malades, dyspnéiques, mai- 
grissent d’abord peu, puis brusquement davantage aprés trois 
a quatre mois et ne meurent parfois qu’en quatre A cinq mois, 


(1) Nous remercions M. Jacques Albert pour sa précieuse collaboration 
technique au cours de toutes ces expériences. 
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cachecliques, avec des lésions étendues trés analogues a celles 
qu'on a constatées déja au bout de deux mois. 


Nous apprécions la gravité des lésions pulmonaires par un 
« indice lésionnel moyen », coté de 0 a 4, comme pour la souris. 


Puisqu’il est possible de provoquer ainsi réguliérement une 
tuberculose évolutive en deux mois chez le rat, il est possible 
d’envisager le traitement par différents médicaments de ces rats 
tuberculisés. En les sacrifiant deux mois aprés l’inoculation, 
lorsque les témoins commencent A maigrir et ont d’importantes 
lésions granuliques pulmonaires, on pourra apprécier l’activité 
des médicaments non seulement d’aprés les lésions macroscopiques 
du poumon (indice lésionnel moyen) et la richesse en bacilles des 
frottis d’organes, mais aussi par ]’examen histologique du foie, 
de la rate et des reins, qui vient confirmer la présence ou labsence 
des lésions trouvées a l’autopsie, et par la numération, par cul- 
ture, des bacilles restés vivants dans ces organes. 


MoDE DE TRAITEMENTS ET ANTIBIOTIQUES EMPLOYES. 


Tous les traitements commencent le lendemain de I’inoculation ; 
les médicaments sont administrés tous les jours, en une fois, a la 
sonde cesophagienne, sauf pour la streptomycine qui est adminis- 
trée par vole sous-cutanée. 

Des lots de 5 rats blancs sont affectés A chaque dose de médi- 
cament, un lot non traité servant de témoin. Les rats sont mar- 
qués et pesés individuellement une fois par semaine tout au long 
de l’expérience, la courbe de poids des animaux traités reflétant, 
par rapport a celle des témoins, l'état clinique des animaux. 


Sutrones. — Nous avons choisi pour ces essais deux sulfones : 
la DDS (para-amino-diphényl-sulfone) ou sulfone-mére et son 
dérivé alcoylé : la di-isopropylamino-diphényl-sulfone (3460 CT). 
Nous avons montré [6] que ces sulfones sont l’une et l’autre trés 
peu actives sur la tuberculose de la souris, elles ne retardent que 
de quelques jours la mortalité des souris, leffet étant trés légé- 
rement meilleur avec la 3460 CT a la dose de 350 mg/kg qu’avec 
la DDS 4a la dose de 60 mg/kg (dose de DDS qu’il est difficile de 
dépasser en raison de sa toxicité si on traite les souris pendant 
vingt jours consécutifs). 

Chez le rat, la DDS fut administrée aux doses de 14, 35 et 
70 mg/kg sans provoquer de phénoménes toxiques, la 3460 OT 
aux doses de 14, 35, 70 et 175 mg/kg par jour et par animal. ‘Le 
traitement fut poursuivi pendant deux mois. 

Les résultats thérapeutiques furent tout 4 fait mauvais. A l’au- 
topsie des animaux, les lésions pulmonaires étaient identiques a 
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celles des témoins, aussi bien aux plus fortes doses qu’aux plus 
faibles doses. La numération des bacilles sur frottis de poumon 
et de rate confirme la non-efficacité du traitement par l'une et 
Yautre sulfone. 

Par conséquent, le rat tuberculeux ne réagit pas mieux que la 
souris tuberculeuse au traitement par les sulfones, contrairement 
& ce qui avait été observé avec des infections expérimentales 
a streptocoques, pneumocoques et Klebsiella pneumoniae. Le rat 
ne se préte done pas mieux que la souris a |’étude du pouvoir 
antituberculeux des sulfones. 


Srrepromycine. — La dose de 100 mg/kg, administrée par vole 
sous-cutanée a la souris tuberculeuse en traitement abortif de 
vingt jours, empéche l’apparition des lésions tuberculeuses. 

Cette méme dose (100 mg/kg) administrée a des rats tuberculeux 
tous les jours par voie sous-culanée dés le lendemain de I’ino- 
culation et pendant soixante-cing jours n’empéche pas totalement 
le développement des lésions tuberculeuses. 

Les témoins sacrifiés au soixante-huitiéme jour présentent une 
eranulie pulmonaire (indice lésionnel 4) et les frottis de poumon 
révélent de 100 & 200 bacilles par champ microscopique. 

D’autre part, les animaux traités par la streptomycine ont des 
lésions granuliques du poumon, mais beaucoup moins graves que 
celles des témoins ; l’indice lésionnel n’est que de 2. Sur les frottis 
de poumon, on ne trouve que 0,1 4 5 bacilles par champ micro- 
scopique (suivant les animaux). 

Par conséquent, la streptomycine est moins active sur la tuber- 
culose du rat que sur celle de la souris. Des doses supérieures 
seralent nécessaires pour empécher l’apparition de toute lésion 
tuberculeuse, 


THIOAMIDE o-ETHYLISONICOTINIQUE (1314 Th). — Chez la souris 
tuberculeuse, la dose de 1814 Th qui empéche l’apparition des 
lésions macroscopiques sur le poumon est de 12,5 mg/kg (0, 25 mg 
par souris et par jour) en traitement abortif de vingt jours [7]. 

Nous avons traité des rats tuberculeux par voie buceale avec 
des doses de 7, 14 et 85 mg/kg et par jour pendant soixante-huit 
jours. 

Tous les animaux furent sacrifiés au soixante-huitiéme jour de 
traitement. ‘Les résultats sont rapportés dans le tableau I. 

Comme on peut le voir sur ce tableau, la dose de 7 mg/kg peut 
étre considérée comme la dose minima active pour le rat, elle est 
inférieure & la dose minima active chez la souris (12,5 mg/kg). 

L’examen histologique des animaux traités avec 35 me flee (trois 
fois la dose active sur la tuberculose de la souris) montre l’absence 
totale de toute lésion tuberculeuse, aussi bien dans le poumon que 
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dans le foie, la rate et les reins. Et A la culture du poumon on 
n’isole que quelques rares colonies (une a quatre). 

Par conséquent, chez le rat, le 1314 Th est légérement plus 
actif que chez la souris. Il n’en est pas de méme pour l’isoniazide. 


Tasteau I. — Activité antituberculeuse de 1’éthioniamide chez le rat. 


Bacilles sur Culture du poumon 
Indice frottis de poumon (Nombre de colo- 
1314 Th 1ésionnel (Nombre de bacilles nies pour 
moyen par champ 0,1 ml de broyat) 
microscopiaue) 


35 mg/kg 1&8 4 colonies 
14 mg/kg 20 & 400 colonies 


7 mg/kg (non fait) 


Témoins ee 


IsontazipeE (INH). — L’isoniazide est actif chez la souris et le 
copaye a la dose de 1,2 mg/kg ; a cette dose, en traitement abortif 
de vingt jours, il empéche l’apparition des lésions tuberculeuses 
du poumon de la souris. 

Les rats tuberculisés ont été traités par voie buccale pendant 
soixante-huit jours avec les doses de 3,5, 7, 14 et 28 mg/kg. 

Les résultats sont rapportés dans le tableau II. 


Tasteau II. — Activité antituberculeuse de l’isoniazide chez le rat. 


Bacilles sur Culture du poumon 
Indice frottis de poumon (Nombre de colo- 
1ésionnel (Nombre de bacilles nies pour 
moyen par champ 0,1 ml de broyat 
microscopique) 


3,5 mg/kg 1x10 & 5x10! 


7 me/kg 1x10? & 13x104 


14 mg/kg 1 a 20 
28 mg/kg 0,4 & 40 
Témoins 2,5x10" & 6x10" 


Notre étonnement fut grand de constater que la dose de 
3,5 mg/kg (trois fois la dose active chez la souris) est A peu prés 
inactive sur la tuberculose du rat bien que les bacilles isolés 
soient restés normalement sensibles in vitro 4 VINH. Il faut au 
moins 7 mg/kg pour observer une activité de PINH sur la tuber- 
culose du rat, tandis qu’il ne faut que 1,2 mg/kg pour empécher 
l’évolution de Ja tuberculose chez la souris. 

L’isoniazide qui est, chez la souris, dix fois plus actif que 
le 1814 Th est, chez le rat, a égalité avec celui-ci. 
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Pour quelles raisons lisoniazide n’a-t-il pas, chez le rat tuber- 
culeux, effet thérapeutique qu’on était en droit d’attendre de 
lui? Nous avons été amenée a envisager diverses possibilités. 
Y atil une élimination trop rapide du médicament qui n’aurait 
pas le temps d’agir sur la multipilication des bacilles ? Ou bien 
y a-t-il inactivation dans l’organisme du rat d’une grande pro- 
portion de la dose ingérée et de ce fait la quantité d’INH actif 
restante serait-elle insuffisante pour avoir un effet thérapeutique ? 

Pour vérifier la premiére de ces hypothéses, nous avons essayé 
de ralentir l’élimination de INH en le donnant sous forme 
d’hydrazone. 

En effet, comme nous l’avons exposé dans un travail anté- 
rieur [8], VINH étant trés soluble est immédiatement et entiérement 
absorbé, alors que les hydrazones, trés peu solubles, sont trés 
lentement absorbées et libérent lentement l’isoniazide contenu dans 
leur molécule. En général, leur activité antituberculeuse in vivo 
est celle que laisse prévoir la proportion d’INH contenu dans leur 
molécule. 

L’isonicotinoylhydrazone de l’aldéhyde salicylique (2342 Th), 
active chez la souris 4 une dose quatre fois supérieure a la dose 
active de PINH (soit 5 mg/kg) a été adminisirée au rat tuber- 
culeux 4 une dose légérement supérieure (7 mg/kg) et s’est montrée 
totalement inactive. Par conséquent, notre premiére hypothése 
s'est révélée fausse. 

Il semble done que V inactivation de ?INH lbre soit respon- 
sable de la baisse d’activité thérapeutique de cet agent chez le rat. 

L’étude du métabolisme de l’INH chez le rat par le titrage de 
VPINH actif dans le sang des animaux traités nous a apporté la 
confirmation de cette hypothése. Cette étude fait l’objet d’une 
autre publication [9]. 


Tasteau Ill. — Toxicité aigué de VINH. 


iN 
Doses en mg/kg RESULTATS 
en une seule fois 


Souris de 16 g Bien supporté 


30 % wortalité 
100 % mortalité 


Bien supporté 
Bien supporté 
Bien supporté 
50 % mortalité 
100 % mortalité 
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L’étude de la toxicité de PINH pour le rat (tableau III), compa- 
rativement a la souris, nous laisse penser également qu'une partie 
de ’INH doit étre rapidement inactivée. En effet, le rat supporte 
des doses d’INH quatre fois supérieures 4 celles que supporte la 
souris. 


RESUME. 
De l’étude de Vactivité thérapeutique de différents antibiotiques 
sur la tuberculose expérimentale du rat, nous pouvons tirer les 


enseignements suivants qui sont résumés dans le tableau IV. 


Tasreau IV. — Activité antituberculeuse des différents médicaments 
chez le rat et chez la souris. 


MEDICAMENTS 


Indice 
1ésionnel 
moyen 


1° [activité d’un médicament peut trés bien étre appréciée sur 
la tuberculose expérimentale du rat. Des différences existent entre 
activité chez le rat et chez la souris. 

2° Tes sulfones se comportent vis-a-vis du rat tuberculeux de 
la méme facon que vis-a-vis de la souris tuberculeuse. ‘Leur acti- 
vité antituberculeuse chez le rat n’est pas supérieure a ce qu'elle 
est chez la souris. 
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3° La streptomycine est un peu moins active sur la tuberculose 
expérimentale du rat que sur celle de la souris. 

4° Le thioamide o-éthylisonicotinique (1314 Th) est légérement 
plus actif sur la tuberculose du rat que sur celle de la souris. 


5° L’isoniazide (INH) est beaucoup moins actif chez le rat que 
chez la souris, Sa dose minima active est environ six fois plus 
élevée chez le rat que chez Ja souris. Cette différence ne peut pas 
s’expliquer par l’hypothése d’une trop rapide élimination de |’iso- 
niazide. En effet, une hydrazone (2342 Th) dont |’élimination est 
plus Jente que celle de VINH, est également beaucoup moins 
active chez le rat tuberculeux que chez la souris. I] est done vrai- 
semblable qu’une partie de l’INH ingéré est inactivée dans |’orga- 
nisme du rat. C’est cette hypothése qui nous a conduit a mettre 
en évidence le phénoméne de l’inactivation de l’isoniazide chez le 
rat et a étudier ses corrélations avec l’effet thérapeutique de cet 
agent sur la tuberculose de cet animal {9}. 


SUMMARY 


EXPERIMENTAL ANTITUBERCULOSIS CHEMOTHERAPY IN ALBINO RATS. 


The study of various antibiotics in the treatment of experimental 
tuberculosis in albino rats shows the following facts (summarized 
in table IV). 


1. Albino rats can be used as test animals in the study of anti- 
tuberculous drugs. Differences exist between the results observed 
in rats and in mice. 


2. Sulfones have the same comportment in tuberculous rats as 
in mice. Their antituberculous activity is not greater in rats than 
in mice. 

3. Streptomycin is a little less active in rats than in mice. 

4. Alpha-ethyl-thioisonicotinamide (1314 Th) is a little more 
active in rats than in mice. 

5. Isoniazid (INH) is much less active in rats than in mice : the 
minimal active dose is about six times higher in rats than in mice. 
This difference cannot be explained by a too rapid elimination 
of INH : salicyl-isonicotinyl-hydrazone (2342 Th), the elimination 
of which is slower than that of INH, is also less active in tuber- 
culous rats than in tuberculous mice. It seems therefore probable 
that a part of the INH absorbed is inactivated within the rat body. 
Starting from this hypothesis, the author demonstrates the inac- 
tivation of INH in rats, and she studies in a further paper the 
relationships of this phenomenon with the therapeutical effect of 
INH in tuberculous rats [9]. 
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1. LES HEXOSAMINES AU NIVEAU DES REACTIONS CUTANEES 
D’ARTHUS ET DE SHWARTZMAN 


par Suzanne BAZIN et Albert DELAUNAY (*) 


[avec la collaboration technique de M"*s Nicole BRIQUELET 
et Waltraut WOHLFARTH]. 


(C.N. R. S. et Service de Pathologie expérimentale 
Institut Pasteur, Annexe de Garches [{S.-et-O.}) 


INTRODUCTION 


Depuis plusieurs années, nous défendons VPhypothése qui veut 
que certaines « affections » du tissu conjonctif aient pour cause 
des liaisons devenues défectueuses entre les principaux consti- 
tuants chimiques de la trame {4, 2]. 

Quand on mélange in vitro une solution de collagéne et une 
solution d’un mucopolysaccharide (MP): acide hyaluronique, 
acide chondroitine-sulfurique, héparine, on assiste a la formation 
d’une combinaison insoluble dont on peut, au moins en partie, 
préciser les caracter es [8]. La tendance générale, a Vheure actuelle, 
est d’admettre qu’au sein méme de la trame conjonctive, colla- 
gene et MP se trouveraient également liés. 

Or, in vitro, les combinaisons dont nous parlons peuvent étre 
inhibées ou, du moins, elles se voient profondément modifiées, 
quand on les oblige & se produire dans un milieu qui recéle, 
outre le collagéne et un MP, des principes chimiques autres 
comme des sels, des acides nucléiques, des polypeptides, des poly- 
saccharides bactériens ou non, ete. Les phénoménes alors observés 
dépendent a la fois de la nature et de la concentration de ces prin- 
cipes. Sur ce point, nous avons déja fait des expériences quasi 
innombrables ; toutes parlent dans le méme sens [4]. De la 
& admettre que, dans l’organisme, des réactions de méme genre 
ilecmendnaten: avec, pour conséquence, la mise en place d’une 
trame chimiquement altérée et, secondairement, le déclenchement 
de réactions diffuses, il n’y a, évidemment, qu’un pas, Reconnais- 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 3 décembre 1959. 
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sons que, depuis le début de nos recherches, nous sommes fort 
tentés de le franchir. 

Nous restons, malgré tout, les premiers A penser qu'une hypo- 
thése aussi neuve ne pourra vraiment étre transformée en fait 
que lorsqu’aux expériences in vitro, dont nous venons de dire 
un mot, auront été ajoutées des expériences in vivo, elles-mémes 
pleinement significatives. Or, celles-ci, nous venons de les entre- 
prendre et ce sont nos premiers résultats que nous entendons 
exposer. Ces résultats, on le verra, ne sont que partiels. Mais ils 
offrent déja l’intérét d’apporter la réponse a une question en soi 
importante : que devient le taux des herosamines dans les foyers 
inflammatoires de nature allergique ? 


TECHNIQUES EXPERIMENTALES 


Nos recherches, ici, ont porté sur deux types classiques d’inflam- 
mation allergique : le phénoméne d’Arthus et le phénoméne de 
Shwartzman. 


1° MopE pDE PRODUCTION DES REACTIONS INFLAMMATOIRES. 


a) Phénoméne d’Arthus. — Des lapins (males ou femelles) de deux kg 
environ ont recu deux fois par semaine une injection sous-cultanée 
(dans la paroi abdominale) de sérum de cheval (0,5 ml/kg d’animal). 
Quand le phénoméne d’Arlthus avait fini par prendre place, vingt- 
quatre heures aprés l’injection déclenchante, la masse granulomateuse 
était prélevée dans son ensemble. Le nombre d’injections nécessaire 
est apparu variable : de 4 a 9. 


b) Phénoméne de Shwartzman. — Des lapins (males ou femelles), 
également de 2 kg, recevaient dans la région abdominale une 
injection sous-cutanée de lipopolysaccharide typhique (1), a raison de 
0.4 mg de produit par kg d’animai. Vingt-quatre heures plus tard les 
mémes lapins étaient éprouvés par une dose comparable du méme 
lipopolysaccharide mais, cette fois, administrée par voie endoveineuse. 
En tous cas, l’extrait bactérien se trouvait en solution dans de l’eau 
physiologique (1 mg/ml). 

Quelque temps apres l’injection intraveineuse, se produit au point 
de injection sous-cutanée — du moins quand la réaction est positive — 
une trés violente inflammation hémorragique (c’est la précisément 
ce qu’on appelle phénoméne de Shwartzman). Ce foyer inflammatoire, 
nous l’avons prélevé cing heures environ aprés le moment de |’injection 
intraveineuse, c’est-a-dire quand il avait atteint pratiquemenl son 
maximum d’acuité. 

Nous avons dit : quand la réaction est positive... Il est & remarquer, 
en effet, qu’un certain nombre d’animaux ne supportent pas la seule 


(1) Lipopolysaccharide brut (ou endotoxine). 
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injection sous-cutanée, que d’autres meurent quelques instants 4 peine 
apres l’injection intraveineuse, que d’autres encore survivent définiti- 
vement sans qu’aucun phénoméne macroscopiquement anormal se soit 
jamais dessiné au point d’injection sous-cutanée. Tous ces faits sont 
bien connus des spécialistes. 


2° TRAITEMENT DES TISSUS PRELEVES. 


a) Dans un premier temps, les tissus enflammés étaient débarrassés 
du tégument qui les recouvrait: poils, épiderme, derme (le liquide 
plasmatique qui s’écoule pendant cette opération n’était pas conservé). 
Ceci fait, ils étaient hachés avec soin. Finalement, les pulpes obtenues 
étaient partagées en trois fractions inégales. 

La premiére (qui était pondéralement la plus petite : + 0,600 g), 
placée dans un verre de montre taré, était désséchée dans une étuve a 
100° aussi longtemps que son poids ne se maintenait pas constant. Elle 
devait servir au dosage de l’eau primitivement présente dans le tissu. 

La seconde fraction (environ le tiers du tissu haché) se voyait déshy- 
dratée par de l’acétone, puis délipidée par l’éther éthylique ou 1|’éther 
de pétrole, enfin séchée sous vide. Elle devait étre utilisée pour le dosage 
des herosamines totales. 

Troisiéme fraction enfin (environ les deux tiers du tissu haché). 
Celle-ci était homogénéisée trés finement (au sein d’un appareil ultra- 
Turrax) dans un tampon phosphate de pH 7,8, puis épuisée trois fois, 
a + 4° C, par dix fois son poids de ce tampon. Chaque traitement était 
suivi d’une centrifugation d’une durée d’une heure 4 10000 tours par 
minute, 4 + 4° C. De la sorte, étaient finalement recueillis trois surna- 
geants et un culot. Les surnageants étaient mélangés et lyophilisés. Le 
produit lyophilisé était délipidé par l’éther puis désséché sous vide 
Sur lui devait étre fait le dosage des hexosamines « solubles ». Quand 
au culot, une fois déshydraté par l’acétone, délipidé par 1’éther, enfin 
séché sous vide, il était mis de cété pour le dosage des hexrosamines 
dites « insolubles ». 


b) Gest un traitement en tous points comparable que nous avons 
appliqué sur des peaux normales, c’est-a-dire non blessées au préalable 
par une injection. Ces peaux, prélevées sur la paroi abdominale des 
lapins, étaient, comme les précédentes, débarrassées des poils, de 1’épi- 
derme et du derme. Seule, la partie sous-cutanée se voyait soumise aux 
manipulations que nous avons ci-dessus décrites. 


3° DETERMINATIONS CHIMIQUES. 


a) Quantité d’eau contenue dans le tissu. — Elle était déterminée 
Waprés la différence de poids observée, pour le tissu frais haché, avant 
et aprés séjour a l'étude 4 100°. Elle était exprimée en p. 100. 


b) Dosage des hexosamines. — Des parties aliquotes des trois fractions 
délipidées et désséchées étaient hydrolysées seize heures a l’étuve 3 
+ 105° C, en tubes scellés et en présence de CIH 2 N. Au cours d’un 
second temps, les hexosamines étaient dosées dats l’hydrolysat neutra- 
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lisé par le procédé de Elson et Morgan [5] modifié selon les indications 
de Blix [6] et de Immers et Vasseur [7]. 

Trois a quatre dosages étaient effectués sur chaque échantillon. La 
moyenne des chiffres trouvés était considérée, pour chaque échan- 
tillon, comme donnant un résultat valable. La quantité d’hexosamine 
notée (exprimée en mg) était finalement rapportée & 100 g de tissu frais 
ou de tissu sec. 


RESULTATS 


On trouvera reportée, dans le tableau I la moyenne de nos 
résultats et, aussi, les rapports qui ont pu étre établis entre les 
taux d’hexosamines « solubles » et « insolubles ». Ces taux sont 
exprimés en milligrammes pour 100 g de tissu sec et non de tissu 
frais, cela pour permettre une comparaison plus juste entre tissus 
enflammés et tissus normaux. En effet, selon les cas, la teneur 
en eau des tissus apparait fort variable. Nous l’avons trouvée, en 
moyenne, de 63 p. 100 pour le tissu sous-cutané normal, de 
87,8 p. 100 pour le granulome d’Arthus, de 83 p. 100 pour la 
lésion dite de Shwartzmann (2). 


Tasceau J. — Taux des hexosamines dans des tissus sous-cutanés 

normaux et dans des tissus sous-cutanés ot évoluent des phéno- 

ménes d’Arthus et de Shwartzman (Résultats exprimés en 
mg/100 g de tissu sec) [+ déviation standard]. 


i ae 
Caractére du 
tissu Taux des Hexosamines 
examing 
5 Hexosamines Hexosamines Rapport 
Hexosamines solubles ingolubles Hexosamines sol. 
totales dans _ un tampon| dans un tampon | Hexosamines insol. 
Sidge d'un Ae oat ee 
phénomdne 8 
aces 840 (+122) 690 (+ 8I ) D2 Tame D9) 5,4 
(9 animaux ) 
Sidge d'un 
h méne de 
2 
rere 3}. 593 (+104) 504 (+103 ) 138,5 (+29,5) 3,7 
(7 animaux ) a 
Tissu sous 
tané norm 203 (+ 89) 73 (+18,3) 118,2 (+ 81) | 0,63 
| (8 animaux 


(1) La quantité d’hexosamine apportée par Vinjection sous-culanée du lipopoly- 
saccharide typhique, méme si elle se retrouvait en totalité dans le tissu prélevé, 
ne conduirait, d’aprés nos calculs, 4 aucune erreur notable. 


On verra, d’aprés les chiffres fournis par le calcul de la dévia- 
tion standard qui sont également reproduits dans le tableau [, 
que des différences assez importantes ont été relevées par nous, 


(2) La méme teneur est de 64,2 p. 100 dans le tissu sous-cutané du 
lapin qui, vingt-neuf heures plus 16t, a recu une injection de lipopo- 
lysaccharide typhique. 
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dans un méme lot, d’animal a animal. Elles tiennent au fait que 
nos animaux ne provenaient pas tous d’un méme élevage et que, 
les expériences s’étant échelonnées sur de longs mois, des varia- 
tions saisonniéres ont pu se produire a notre insu dans la compo- 
sition intime du tissu conjonctif. Mais, de toute fagon, elles sont 
Join d’@tre assez nettes pour dter tout intérét 4 nos observations. 
Bien au contraire, les chiffres obtenus avec les tissus traités d’une 
part, les tissus normaux de l’aulre, apparaissent suffisamment 
remarquables pour conduire & une comparaison pleinement 
valable. Le test ¢ indique une différence statistiquement significa- 
live (P < 0,01) pour les hexosamines totales et les hexosamines 
« solubles », C’est seulement dans le cas des hexosamines « inso- 
lubles » que Ja différence perd toute signification, P étant alors 
> 0,05. 


DISCUSSION 


Nul n’ignore plus, qu’au cours des réactions inflammatoires, la 
trame conjonctive devient le siége d’importantes modifications bio- 
chimiques et que, parmi celles-ci, |’une des plus saisissantes porte 
sur le taux des MP. Nous pensons avoir été les premiers a étudier 
ce taux dans des foyers inflammatoires de nature allergique (8). 
En revanche, assez nombreuses déja sont les expériences de méme 
sens qui ont eu pour objet des réactions inflammatoires non aller- 
gigques. Les résultats publés jusqu’a présent ont été le fruit, soit 
d’observations histochimiques, soit de mesures quantitatives fon- 
dées ou sur la fixation du *S dans Jes MP sulfatés ou sur le 
dosage des hexosamines [8]. Voyons, pour commencer, dans 
quelle mesure nos travaux confirment et complétent les travaux 
précédents, notamment ceux des biochimistes qui, comme nous, 
ont surtout fait état, pour leurs conclusions, de l’examen des 
dosages d’hexosamines. 

1° Nos observations mettent en lumicre une forte augmentation 
du taux de ces corps dans les tissus sous-cutanés qui sont le siége 
d’une inflammation allergique. Voila le fait essentiel. L’augmen- 
lation dépasse, par exemple, de quatre fois la valeur normale dans 
le granulome correspondant au phénoméne d’Arthus; elle la 
dépasse de trois fois dans la lésion caractéristique du phénoméne 
de Shwartzman. 

I] paraitrait parfaitement logique de rapprocher cette observa- 


(3) Signalons, toutefois, que dans une note ot Berenson [9] donnait 
des résultats fournis par ]’étude du métabolisme des MP acides chez 
des lapins atteints de la maladie du sérum, l’auteur signale ses travaux 
en cours sur le phénoméne de Shwartzman. I] dit avoir trouvé, dans la 
lésion cutanée correspondante, « une augmentation considérable de 
l'activité métabolique des MPS », Nous ne savons si ces derniers résultats 
ont été, depuis lors, publiés ou non. 
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lions de celles qu’ont faites avant nous, pour des inflammations 
non allergiques : Houck et Jacob [40] (granulome secondaire A une 
injection d’huile de croton), Slack {44, 42, 13}, puis Robert [44] 
(granulome provoqué par une injection de carrageenine) ou encore 
Loewi et Kent [45], Kodicek et Loewi [46] (tissu granulomateux 
du tendon de la patte de cobaye en régénération). 


Il faut noter, pourtant, que les chiffres donnés par ces auteurs, 
s’ils mettent tous en évidence des augmentations du taux des hexo- 
samines assez comparables aux ndtres, concernent sans exception 
des lésions tissulaires qui évoluaient déja depuis plusieurs jours 
(de trois & cing). Nos résultats, au contraire, étaient obtenus sur 
des Iésions beaucoup plus précoces. Ainsi, nos phénoménes 
d’Arthus ne dataient que de vingt-quatre heures et nos phéno- 
ménes de Shwartzman, de cing heures. Dans ces conditions, on 
peut, non sans raison, se demander si, en cas de réactions aller- 
giques, augmentation du taux des hexosamines n’est pas parti- 
culiérement intense, si elle n’est pas, du moins, particuliérement 
rapide. 

Pour essayer de répondre a cette question, nous avons traité, 
par notre méthode habituelle, des granulomes déterminés chez des 
lapins par une injection sous-cutanée de carrageenine (5 ml 
& 1 p. 100) ou d’essence de térébenthine (0,5 ml) et qui étaient 
agés seulement de vingt-quatre heures, Nos résultats sont repro- 
duits dans le tableau II. 


Tasteau Il. — Taux des hexosamines dans des tissus sous-cutanés 

de lapins traités vingt-quatre heures plus t6t par une injection de 

carrageenine ou d’essence de térébenthine (Résutats exprimés en 
mg/100 g de tissu sec) [+ déviation standard]. 


7 = 
Hature de la 

substance Taux des Hexosamines 

injectée , 

Hexosamines Hexgsamines Rapport 
Hexosamines solubles insolubles Hexosamines sole 
totales dans un tampon | dans un tampon| Hexosamines insole 
de pH 8 e pH 8 

Carrageenine |615 (+35,6) | 402 (+ 70 ) 197 (+24,9} 2,04 
- Essence de ‘ 

TT IERIT CS i! +34,8 1,98 
nérébenthine | 522 (4785) | 348 (+535) 1557 (+34,8) ’ 

1 


La lecture de ce tableau montre sans conteste que, dans les 
inflammations de cause banale (comme ici), aussi bien que dans 
les foyers inflammatoires de nature allergique, l’augmentation’ du 
taux des hexosamines est rapide. Mais elle indique aussi que, 
dans le premier cas, l’augmentation est proportionnellement moins 
importante. Ainsi, pour les lésions provoquées par la carrageenine 
et essence de térébenthine, elle dépasse seulement de 3 et de 
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2.2 fois la valeur normale ; or, nous nous souvenons qu'elle la 
dépasse 4 fois dans le phénoméne d’Arthus. Observation compa- 
rable pour le phénoméne de Shwartzman. Certes, dans ce dernier 
cas, l’augmentation n’est que de 3 fois, mais le tissu soumis 
4 examen n’est irrité que depuis cinq heures. 

Au sujet du phénoméne de Shwartzman, nous avons désiré 
connaitre quelle était l’augmentation locale du taux des hexo- 
samines provoquée par la seule injection sous-cutanée de lipo- 
polysaccharide. Pour calquer en tous points cette nouvelle expé- 
rience sur les précédentes, nous avons pratiqué, vingt-quatre 
heures aprés l’injection sous-cutanée (0,4 mg/kg), une injection 
intraveineuse. Seulement, le produit injecté n’était constitué que 
par de l’eau physiologique. Les résultats alors obtenus ont été 
les suivants (moyennes des résultats sur quatre lapins) : 


Hexosamines totales : 364 (+ 81,7). 
Hexosamines solubles dans un tampon de pH 7,8 : 252 (+ 69,8). 


Hexosamines insolubles dans un tampon de pH 7,8: 106 
(+ 11,75). 
Rapport hexosamines solubles/hexosamines insolubles = 2,4. 


On voit, par ces chiffres, que la seule injection sous-cutanée 
d’endotoxine suffit & produire une certaine augmentation du taux 
des hexosamines (elle équivaut environ a 1,8 fois le taux normal). 
Il apparait, cependant, que cette augmentation est faible par rap- 
port 4 celle observée dans les foyers inflammatoires dus a la 
carrageenine ou a l’essence de térébenthine, et qu’elle est encore 
plus faible que celle provoquée par le phénoméne de Shwartzman. 
En ce cas, il est vraiment remarquable de noter que le taux initial 
qui était le taux normal multiphé par 1,8 passe en cing heures 
a@ peine au taux normal multiplé par 3. 


2° Ceci dit, reportons-nous au tableau I. II offre a notre atten- 
tion un autre fait qui est le suivant : c’est surtout sur la fraction 
soluble dans un tampon de pH 7,8 que se produit, dans les gra- 
nulomes inflammatoires de nature allergique, l’augmentation rapide 
du taux des hexosamines. 

Ce fait, notons-le, s’accorde aussi parfaitement avec des obser- 
vations faites avant nous, Ainsi, Slack [44, 42, 13], opérant sur 
un granulome provoqué, chez le cobaye, par une injection de 
carrageenine, a signalé que le taux des hexosamines solubles 
dans une solution de 0,2 M de ClNa de pH 7,4 était plus augmenté 
que celui des hexosamines qui, au méme moment, restaient inso- 
lubles (rapport voisin de 2). De leur cété, Noble et Boucek [47] 
ont remarqué, sur le néotissu qui avait pris naissance autour d’un 
implant sous-cutané d’éponge de polyvinyle, que les hexosamines 
solubles dans l’eau physiologique représentaient au sixiéme jour 
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70 p. 100 des hexosamines totales, alors qu’au trois centiéme, ce 
pourcentage n’était plus que de 45 p. 100. 

Malgré tout, il faut bien admettre qu’il est particuliérement net 
au sein des inflammations allergiques. D’aprés nos chiffres, en 
effet, le rapport hexosamines solubles/hexosamines insolubles, 
qui est de 0,63 pour le tissu normal et de 2 environ dans les 
inflammations banales, passe, dans les inflammations de nature 
allergique, & pres de 4 ou de 5. 


3° On n’est pas surpris de voir que dans une trame conjonctive 
atteinte par un processus inflammatoire, les mucopolysaccharides 
comptent parmi les substances profondément modifiées. Leur 
turnover rapide fait, de ces corps, des éléments particuliérement 
plastiques [18]. Toutefois, devant l’élévation si rapide de leur taux 
en cas de réaction allergique, une question est inévitable : quelle 
est leur origine ? En principe, trois ordres d’explications pour- 
raient étre avancés ; ils sont sécrétés en quantité accrue par les 
cellules normalement présentes dans le tissu ; ils sont sécrétés en 
quantité normale, mais par des cellules qui, du fait de V irritation 
locale, se sont activement multiphées ; ou bien encore, on pourrait 
admettre que, sur place, ont pris naissance des modifications 
métaboliques qui seraient, elles-mémes, secondaires a des pertur- 
bations de l’équilibre enzymatique. Selon toute vraisemblance, ces 
explications possibles renferment, les unes et les autres, une part 
de vérité ; en tout cas, choisir entre elles apparait, 4 ’heure pré- 
sente, tout a fait impossible. 


Lidentification de la nature des MP néoformés pourrait-elle 
au moins nous alder 4 mieux comprendre ce qu’est le rdle demandé 
par Ja nature 4 la réaction que nous étudions ? La encore, hélas, 
les données disponibles restent bien peu nombreuses. Abordons 
malgré tout la discussion en considérant, dans un premier temps, 
le cas des mucopolysaccharides acides. 


Etant donné que, dans les foyers inflammatoires, l’augmentation 
du taux des hexosamines porte principalement sur une fraction 
soluble, on serait volontiers tenté de faire intervenir de préfé- 
rence des mucopolysaccharides connus pour se ler malaisément 
aux protéines de structure, par exemple l’acide hyaluronique. 
Effectivement, cet acide a été isolé et caractérisé par Noble et 
Boucek [47] dans la coque conjonctive autour d’implants d’éponge 
de polyvinyle ; jusqu’au quinziéme jour d’évolution, il était méme 
le seul mucopolysaccharide acide a exister dans la fraction 
soluble. Pareillement, dans un granulome de cause identique, 
Bollet et ses collaborateurs [19] ont trouvé, pendant la premiére 
semaine d’évolution, une prédominance diacide hyaluronique. 
N’oublions pas, malgré tout, que de Vacide chondroiline sulfu- 
rigue a, lui aussi, pu étre caractérisé dans la fraction soluble en 


Annales de l'Institut Pasteur, 98, n° 4, 1960. 33 


502 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


cause, soit par l'étude de incorporation du ™S (Kodicek et 
Loewi [46] ont montré que le *S était perceptible dés le sixiéme 
jour dans le tissu tendineux en voie de régénération), soit par 
électrophorése, comme l’ont constaté Noble et Boucek [47] dans 
le néotissu présent, a partir du quinziéme jour, autour d’implants 
d’éponge. Pour Slack [42], en ce qui concerne un granulome 
secondaire a une injection de carrageenine, la fraction mucopoly- 
saccharidique sulfatée soluble dont il est ici question serait une 
forme de MP sulfaté précurseur de celle existant dans la fraction 
insoluble. 

Que sait-on cependant, eu égard au méme probleme, des muco- 
polysaccharides dits neutres ? La encore, peu de chose. Sur le 
plan histochimique, des plaies cutanées ont été examinées par 
Bradfield et Kodicek [20], par Campani et Reggiani [21], par Stein 
et Wolman [22], etc., et aussi des granulomes qui avaient été pro- 
voqués par l’essence de térébenthine (Gersh et Catchpole [23], 
Romani [24], etc.). Tous ces travaux ont révélé Vexistence locale 
de mucopolysaccharide neutres, PAS +, non métachromatiques, 
résistants & V’hyaluronidase et a l’amylase. Mais ces renseigne- 
ments restent encore trop fragmentaires pour autoriser une véri- 
table prise de position. Sur le plan chimique, il y a peu, on ne 
posédait aucune donnée. Robert [44] vient de montrer que le taux 
des hexoses augmente parallélement 4 celui des hexosamines au 
sein du granulome provoqué chez le rat ou le cobaye par la carra- 
geenine. Pour cet auteur, méme dans le tissu normal, le taux des 
MP neutres serait nettement supérieur 4 celui des MP acides, 
étant donné qu’il a observé un rapport hexosamines/acides uro- 
niques voisin de 4. 

On sait que le taux des glycoprotéines sériques augmente 
chez les sujets atteimts d’une lésion inflammatoire. Y a-t-il un 
rapport entre cette augmentation et |’élévation simultanée du taux 
des mucopolysaccharides dans la trame conjonclive enflammée ? 
L’augmentation du taux des MP «neutres » dans le sérum doit- 
elle étre considérée comme une sorte d’ « excrétion » (4) des MP 
tissulaires ou, au contraire, traduit-elle un apport de matériaux 
nécessaires a la synthése de ces mucopolysaccharides ? A |’heure 
actuelle, aucune de ces deux hypothéses n’apparait pleinement 
satisfaisante. Peut-on admettre que la richesse particuliére des 
foyers inflammatoires en mucopolysaccharides neutres ne fait 
quexprimer une imbibition des tissus par de fortes quantités d’un 
plasma lui-méme trés riche en glycoprotéines ? Cette question 
a peul-ttre, sur les précédentes, l’avantage d’étre plus simple. 
C’est pour cette raison, en tous cas, que nous venons d’aborder 
personnellement son étude. 


(4) Dépolymérisation (?). 
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RESUME ET CONCLUSIONS 


1° La ot Vorganisme est le si¢ge d’une réaction inflammatoire 
de nature allergique, type Arthus ou Shwartzman, on trouve une 
forte augmentation du taux des mucopolysaccharides. Cette aug- 
mentation — mesurée en hexosamines — correspond Aa la valeur 
normale multipliée par quatre dans le cas du phénomeéne d’Arthus 
(étude d’une lésion de 24 heures), par trois dans le cas du phéno- 
méne de Shwartzman (étude d’une lésion agée de 5 heures). Par 
comparaison avec ce qui se passe dans les inflammations non 
allergiques, cette modification du taux apparait particuliérement 
importante et rapide. 

2° On peut préciser, par ailleurs, que l’augmentation en cause 
porte presque uniquement sur une fraction soluble dans un tampon 
de pH 7,8. Ce qui conduit & poser le probléme de rapports 
éventuels entre la dite fraction et les glycoprotéines en circulation 
dans le sang. 

SUMMARY 


A BIOLOGICAL STUDY OF INFLAMMATION. 
I. — THE HEXOSAMINES AT THE SITE OF ARTHUS’ AND SHWARTZMAN S 
SKIN REACTIONS. 


1. A great increase of the mucopolysaccharides is observed 
at the site of an allergic inflammatory reaction (Arthus or 
Shwartzman type). This increase (appreciated according to the 
hexosamines level) is a fourfold one in the case of Arthus’ pheno- 
menon (study of a 24 hours’ lesion), a threefold one in the case 
of Shwartzman’s phenomenon (study of a 5 hours’ lesion). In 
comparison with non allergic inflammations, this increase of the 
hexosamines level is very important and rapid. 

2. The increase observed almost only concerns a_ fraction, 
which is soluble in a buffer of pH 7,8. This suggests the possibi- 
lity of a relationship between this fraction and the circulating 
elycoproteins. 
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ETUDE IMMUNOCHIMIQUE SUR LES SALMONELLA. 


Vi. — ETUDE DE L’ANTIGENE | 
PRESENT SUR DEUX SALMONELLA DES GROUPES B ET Ez 


par B. A.D. STOCKER, A.M. STAUB, R. TINELLI 
et B. KOPACKA (*) (#*), 


(Guinness-Lister Research Unit, Lister Institute, Londres, S. W. 1, 
et Service des Vaccins, Institut Pasteur, Paris) 


On sait que, dans quelques Salmonella, la présence de certains 
antigénes O, symbolisés par des nombres dans la classification de 
Kauffmann-White [cf. 20], résulte de la présence, dans les bacté- 
ries, d’un bactériophage, en général sous forme de prophage 
dans les formes lysogénes, mais aussi dans quelques cas sous 
forme végétative dans les cellules infectées [8, 26, 27]. 


C’est le cas pour le facteur 1 présent sur certaines Salmonella 
des groupes A, B et D ot il accompague respectivement les fac- 
teurs (2, 12), (4, 12) et (9, 12). Dans ces groupes il a été démontré 
que les souches lysogénes pour certains phages sont agglutinables 
par un sérum anti-l, la présence de l’antigéne étant hée a celle 
d’un prophage [9, 22, 25, 29]. 

Par contre, le méme facteur 1, présent 4 la surface des Salmo- 
nella du groupe E, avec les facteurs 3 et 19, semble indépendant 
de l’existence d’un phage. On n’a jamais pu mettre en évidence 
une telle relation malgré les nombreuses recherches entreprises 
sur la corrélation entre certains phages et l’existence d’autres 
facteurs O dans les Salmonella de ce méme groupe E (8, 26, 27]. 


On sait aussi que la spécificité des différents facteurs (1) du 
tableau de Kauffmann-White se retrouve er. grande partie sur le 


(*) Adresse actuelle : Institut National d’Hygiéne, Varsovie. 
(**) Manuscrit recu le 9 novembre 1959. 


(1) Dans ce mémoire nous emploierons indifféremment le terme anti- 
eene, ou facteur, bien que ce dernier nous semble en réalité plus 
conforme aux résultats actuels [47 a]. 
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polyoside dégradé extrait des germes par hydrolyse acétique [417]. 
Les récentes études, rapportées dans les articles précédents de 
celte série [20, 24], ont montré que cette spécificité était liée a la 
constitution de certaines chaines latérales de ces polyosides. Elle 
est déterminée, pour une large part, par la nature du sucre 
terminal (tyvélose du facteur 9, abéquose du facteur 4, rhamnose 
et glucose des facteurs 12, etc.) et aussi, sans aucun doute, par la 
nature des autres sucres présents sur la méme chaine latérale, par 
leur mode de liaison et le mode de laison du sucre terminal. 

En ce qui concerne lantigéne 1 présent a la surface d’une 
Salmonella du groupe A (S. parathyphi A) et d'une Salmonella 
du groupe E, (S. niloese), les mémes études indiquaient la posi- 
tion terminale du glucose sur cet antigéne. D’autre part, une 
étude préliminaire, menée indépendamment, avait montré [23] que 
le facteur 1 d’une souche de S. typhi murium du groupe B frai- 
chement lysogénisée était présent sur le polyoside dégradé obtenu 
par hydrolyse acétique de V’antigéne O, comme le facteur 1 de 
S. paratyphi A et de S. niloese ; ce polyoside et celui obtenu 
a partir de S. niloese du groupe E, libéraient au cours d'une 
hydrolyse incompléte (SO,H, N/2, trois heures 4 100°) un oligoside 
contenant du glucose et du galactose, absent du polyoside extrait 
de la méme souche de S. typhi murium non lysogéne, qui semblait 
done constituer loligoside terminal de Ja chaine latérale respon- 
sable de la spécificité du facteur 1. 


Il nous a paru intéressant d’aborder plus a fond |’étude chimique 
et immunochimique de ce facteur 1 présent sur une Salmonella 
du groupe E,, ot: il semble indépendant de la présence d’un phage, 
et de ce méme facteur présent sur une Salmonella du groupe B 
ou il est lié a cette présence. Cela devait nous permettre de déter- 
miner lidentité ou Ja dissemblance de ces deux facteurs 1. 
De plus, la connaissance de la nature chimique du facteur 1, 
déterminé par la présence d’un prophage, permettra peut-étre 
@aborder plus facilement le probléme de la relation prophage- 
facteur 1. 


Comme Salmonelia du groupe E, nous avons choisi S. senften- 
berg. Le Dt D.A.L. Davies possédait, en effet, une assez 
grande quantité de lpopolyoside provenant de cette Salmonella 
(souche N. C. T. C. 5788) qu’il a mis trés aimablement a notre 
disposition. 


Comme souche du groupe B nous avons choisi S. typhi murium 
(var. Copenhague), contenant les antigénes 4,12. Il aurait été 
possible d’utiliser une souche lysogéne stable, mais dans de telles 
souches, le facteur 1 est sujet a des variations de forme [42], 
contrairement au facteur 1 des Salmonella du groupe E, : seule 
une partie des germes d’une telle culture réalise sa potentialité 
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de fabriquer le facteur 1. Cela fut démontré par des tests anti- 
géniques sur des bactéries isolées par micromanipulation [24]. 
Une culture lysogéne stable sera donc nécessairement un mélange 
de bacilles possédant ou non l’antigéne 1 et le polyoside que 
l'on en extrairait serait nécessairement hétérogéne. Dans le cas 
d’un antigéne de Boivin [4] extrait d’une souche contenant l’anti- 
gene 1 de S. parathyphi A, Nakaya et Fukumi [46] ont montré, 
au moyen de techniques immunologiques, que Vantigeéne O se 
comportait comme un mélange de quelques complexes contenant 
les facteurs 1,2,12 et d’autres ne contenant que les facteurs 2 
et 12. Au contraire, les bactéries qui proviennent de la croissance 
de plusieurs générations d’une souche ne contenant pas l’antigéne 1 
en présence du phage PLT,, sont toutes, ou presque toutes, agelu- 
tinables par un sérum anti-l, bien que beaucoup d’entre elles 
produisent par subculture une bonne proportion de bactéries non 
lysogenes, sans antigéne 1 {22} (2). Hl fut done décidé d’extraire 
le polyoside des bacilles de S. typhi murium lysogénes obtenus 
sur gélose inoculée avec un mélange de bactéries sensibles et de 
phage PLT,,, dans l’espoir que le potyoside ainsi obtenu serait 
uniforme, toutes les molécules devant contenir le facteur 1. 

Une étude paralléle du polyoside extrait de la méme souche de 
S. typhi murium cultivée en V’absence de phage et ne contenant 
done pas l’antigéne 1 devait permettre Videntification par diffé- 
rence des oligosides présents dans le facteur 1. 


MATERIEL. 


SoucnEs. — Les souches microbiennes utilisées au cours de ce travail 
sont groupées dans le tableau J. Pour induire l’apparition du facteur 1, 
nous avons utilisé le phage PLT,, [30], qui est un phage A,b de la 
classification donnée par Boyd pour les phages tempérés de S. typhi 
murium [2]. 


PotyosipEs. — Le polyoside de Salmonella senftenberg (S) a été extrait 
du lipopolyoside (extrait des germes par le mélange phénol-eau suivant 
fa technique de Westphal [28]) par une hydrolyse de deux heures et 
demie en acide acétique N/10. Tl a été successivement précipité cing 
fois entre 50 p. 100 et 86 p. 100 d’alcool éthylique, puis dialysé et 
lyophilisé. 

Le polyoside de S. typhi murium ne contenant pas l’antigéne 1 (B) 
fut préparé selon la technique exacte de Freeman [5] 4 partir des 
bacilles de la souche de S. typhi murium var. copenhague, ne conte- 


(2) Par souci de simplification dans la suite du texte, de telles bac- 
téries seront désignées comme «récemment lysogénisées » ou « lyso- 
génes », méme lorsque 1’état lysogénique stable n’aura pas été établi 
sur une partie ou la totalité d’entre elles. 
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nant pas l’antigene 1, cultivés sur des plateaux de gélose nutritive 
(30 cm x 40 cm), puis lavés par de la solution physiologique et séchés 
par l’acétone. ce 

Le polyoside de S. typhi murium contenant l’antigéne 1 (B}) a été 
préparé de la méme facon A partir de la méme souche, mais ol 
a mélangé A l’inoculum de chaque plateau (environ 3 x 10° germes) 
environ 5 x 10’ particules de phage PLT,, de fagon 4 obtenir une 
«culture secondaire » confluente dans laquelle le facteur 1 était bien 
développé. 

Le polyoside de S. paratyphi A est celui qui a servi pour |’étude 
précédente [24]. 


Strums. — Le sérum de cheval anti-S. paratyphi A est celui qui nous 
a servi pour la précédente étude [24] : 1 cm? contient 260 pg d’azote 
d’anticorps anti-1 précipitables par 140 yg de polyoside de S. senften- 
berg (S). 

Le sérum de lapin anti-S. typhi murium est un mélange des 
sérums de 7 lapins immunisés suivant le protocole habituel [19] avec 
une suspension de germes de S. typhi murium cultivés en bouillon, 
sur lesquels le facteur 1 était bien développé. Ceci fut réalisé en ajou- 
tant environ 3,5 particules de phage par bactérie 4 une culture en 


Tanteau J. — Souches utilisées pour la préparation des polyosides, 
lVimmunisation, la préparation des suspensions d’agglutination et 
Vabsorption des sérums. 


* () : Souches utilisées comme sources de polyosides seulement pour les expé- 
riences préliminaires (voir tableau III). 


pA durazzo 3175 : S. paratyphi A var. durazzo, H, N.C. T. C. 3175. 

pA durazzo 5703 : S. paratyphi A var. durazzo, H, N.C. T. C. 5703. 

pA SL13 : S. paratyphi, O, souche SL 13. 

pA Staub : Souche 205, variante aflagellée de I’Institut Pasteur. 

t-m copenhague Q; : S. typhi murium var. copenhague, H, souche Q,. (Boyd 
et Bidwell [2].) 

t-m copenhague SL501 : S. typhi murium var. copenhague, O, souche SL 501. 
(variante sans facteur 5 de la souche glasgow O). 

enteritidis SL 431 : S. enteritidis, H, sans facteur 1, souche SL 431. 

senftenberg 5788 : S. senftenberg, H, N. C.T. C. 5788. 

taksony 6759 : S. laksony, H, N.C. T. C. 6759. 

niloese Davies : S. niloese, souche dont Davies a extrait l’antigéne O [4]. 

london Davies : S. london, souche dont Davies a extrait l’antigtne O [4]. 

E. coli C84 : E. coli, aimablement fournie par le Dr E.S. Anderson (Enteric 
Reference Laboratory, Colindale, Londres), agglutinable uniquement par les sérums 
contenant le facteur 1, mais par aucun autre sérum anti-Salmonella. Par ses carac- 
teres biochimiques ef culturaux, cette souche était par ailleurs une Escherichia 
typique. 

N.C. T. C, : « National Collection of stock culture (Londres). 


S. L. : « Stock culture » du « Guinness-Lister-Unit » (Londres). 
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TECHNIQUES. 


TITRAGE ET ABSORPTION DES AGGLUTININES. — Les suspensions, tuées par 
le formol, utilisées pour les agglutinations furent préparées a partir 
de cultures de souches non flagellées (O du tableau I), ou de cultures 
flagellées (souches H du tableau I) dont les flagelles avaient été séparés 
par agitation rapide dans un «blender ». Les suspensions 1,4,12 et 
1,9,12 furent préparées A partir de souches sensibles, sans facteur 1 
fratchement lysogénisées par le phage PLT,, ; la suspension 1,2,12 fut 
préparée A partir d’une souche de S. paratyphi A résistante au phage 
et contenant le facteur 1, par ensemencement d’une colonie soigneu- 
sement sélectionnée dans laquelle le facteur 1 était bien développé. 

Les tests d’agglutination étaient faits en tubes et lus aprés deux 
heures A 37° et une nuit A + 4°. Malgré tous nos efforts pour obtenir 
un bon développement du facteur 1 dans ces suspensions, leur agglu- 
tination par les anticorps anti-1 fut toujours incompléte : dans plu- 
sieurs dilutions successives on observait la coexistence d’agglutinats 
et de bactéries libres, comme c’est le cas lorsque l’antigéne O, respon- 
sable de l’agglutination, est sujet & des variations de forme [7]. Les 
titre indiqués sont les réciproques de la derniére dilution donnant une 
agglutination (compléte ou incomplete) visible a l’ceil nu. 

Les sérums ont été absorbés par une suspension épaisse des germes 
vivants des souches indiquées dans le texte (un volume du culot de 
centrifugation des germes, cultivés quinze heures a 37° sur la gélose 
nutritive d’un plateau (30 cm x 40 cm), dilué par un volume de 
solution physiologique), 4 raison d’un volume du sérum dilué au 1/5 
pour un volume de la suspension bactérienne. Aprés trente minutes 
a 37° et trente a soixante minutes a Ja température du laboratoire, le 
mélange était centrifugé ; l’opération était répétée si le surnageant 
agglutinait encore la souche utilisée pour l’absorption. 


PRECIPITATIONS ET INHIBITIONS. — Les courbes de précipitation ont été 
établies d’aprés la technique de Heidelberger et Kendall, suivant le 
protocole habituel [20]. 

Pour les inhibitions nous avons suivi exactement les données de 
l'article précédent [24], excepté que les quantités de sucre ou d’oligo- 
side inhibiteur étaient variables suivant Jes expériences : elles seront 
indiquées dans les tableaux. Ces données nous ont permis de calculer 
la dose inhibitrice 50 p. 100. Celle-ci a été obtenue graphiquement en 
portant Jes pourcentages d’inhibition en ordonnées ordinaires et les 
micromoles d’inhibiteurs en abscisses logarithmiques. On obtient des 
droites sur lescuelles il est facile de déterminer la quantité nécessaire 
pour obtenir 50 p. 100 d’inhibition. 


Hyprotysrs. — Les hydrolyses ont été faites au moven d’acide sulfu- 
rique normal, en ampoules scellées, dans un bain-marie 4 100°, pen- 
dant des temps variables. 


CuromaTocrapair. — Nous avons travaillé en chromatographie des- 
cendante sur papier Arches n° 310, A 25°, avec le solvant (dioxane, eau, 
alcool isoamylique [1,8 ; 1,2 ; 3]). Une bonne séparation était obtenue 
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aprés quarante-huit heures. Pour la révélation nous avons utilisé le 
phtalate d’aniline. 

Les oligosides ont élé obtenus & parlir de Il’hydrolysat de 100 mg 
de polyoside chromatographié sur une feuille de papier, puis élués et 
lyophilisés. Leur pouvoir réducteur a été évalué par la méthode clas- 
sique de Somogyi-Nelson [43]. 


lonopHorrse. — Elle a été réalisée sur papier Whatman n° 3 en 
tampon borate de Sgrensen (pH 10; 7,44 ¢ d’acide borique dans 1 1 
de soude 0,1 N) sous 900 v pendant trois ou quatre heures. L’appareil 
utilisé est du type décrit par Foster [4a]. 


RESULTATS. 


L’antickne 1 pe S. senflenberg (GRourE E,) EsT-IL WENTIQUE 
A CELUI DES Salmonella pes Groures A, B rer D ? 


Ce probléme n’avait jamais été abordé a notre connaissance, 
sans doute parce que l’antigéne 1 n’offre qu’un intérét secon- 
daire pour Videntification des Salmonella, but habituel de la 
recherche des antigénes O d’une Salmonella. 

La technique classique d’absorption totale des agglutinines, de 
Castellani, nous a permis de montrer qu’un groupement antigé- 
nique, absent de l’antigéne 1 du groupe E,, est présent dans 
Vantigéne 1 des groupes A, B et D. On voit en effet sur le 
tableau II qu’un sérum anti-S. paratyphi A, contenant les anti- 
corps anti-1,2 et 12, épuisé par S. paratypht A, var. durazzo, qui 
contient les antigénes 2 et 12, puis par S. ftaksony, qui contient 
Vantigéne 1, n’agglutine plus ces Salmonella mais agglutine 
encore, a un titre élevé, la forme lysogéne de notre souche de 
S. typhi murium qui contient les antigénes 1,4 et 12, bien qu'il 
n’agglutine plus la forme non lysogéne ne contenant que les 
antigénes 4 et 12. Il agglutine aussi les Salmonella paratyphi A 
(groupe A) et enteritidis (groupe D) qui contiennent Vantigéne 1, 
et non Jes Salmonella des mémes groupes qui ne le contiennent 
pas. Les mémes résultats ont été obtenus avec le sérum anti-S. typhi 
murium. de lapin (8). 

Il existe donc des « groupements déterminants » spécifiques de 
l’antigéne 1 des groupes A, B et D qui sont absents de l’antigéne 1 
du groupe E,. 

L’expérience de précipitation réalisée avec les polyosides extraits 
de S. senftenberg (groupe E,) et S. typhi murium (groupe B), 


(3) Au cours de ces absorptions nous avons souvent constaté, aussi 
bien avec le sérum de cheval qu’avec le sérum de lapin, une augmen- 
tation du titre en agelutinines anti-1 aprés |’élimination des anticorps 
anti-12 par les facteurs 2,12 ou 4,12, sans que nous puissions expliquer 
ce phénoméne assez paradoxal & premicre vue. 
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conlenant ou non l’antigéne 1, montre que ces groupements déter- 
minants spécifiques se retrouvent sur le polyoside extrait par 
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Aprés 2 absorptions avec 4 


et 2 absorptions avec 1 


non absorb 
Aprés 2 absorptions avec 2 Ne 


Aprés 2 absorptions avec 2 


Tistrau Il. — Résultats des tests d’agglutination et d 
et 1 absorption avee 1 


hydrolyse acétique. On voit, en effet, sur la figure 1, que le polyo- 
side B* (extrait de S. typhi murium contenant Vantigéne 1) préci- 
pite beaucoup plus d’anticorps du sérum de cheval anti-S. para- 
typhi A que le polyoside S (extrait de S. senftenberg), qui contient 
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Vantigéene 1 du groupe E,, méme lorsque le sérum a été préalable- 
ment “absorbé avec le polyoside B (extrait de S. typhi murium 
sans antigéne 1) afin d’éliminer les anticorps 12 du sérum anti- 
S: paratyphi A qui réagissent avec les polyosides B et B! et non 
avec le polyoside S. 


L’ANTIGENE 1 EST-IL UNE MOLECULE DISTINCTE OU UNE CHAINE LATE- 
RALE PORTEE PAR LE MEME POLYOSIDE QUE LES AUTRES ANTIGENES ? 


Furth et ‘Landsteiner [6] travaillant avec des polyosides assez 
bruts ont montré, pour la premicre fois, que deux facteurs distincts 
dune méme Salmonella, en Voccurrence les facteurs 12 et 4 


Y a’N A — 
d’anticorps eee 


200 


100 


Y de polyoside 


{e) 10 20 40 50 80 
Fic. 1. — Courbes de précipitation du sérum anti-S. paratyphi A (anti-1,2,12) de 
cheval (0,5 cm3) par les antigénes 1 de S. senftenberg (groupe Ey; 1,13,19) et 
S. typhi murium (groupe B ; 1,4,12). — Courbe A : précipitation du sérum entier 


par le polyoside B1 extrait de la souche lysogéne de S. typhi murium (1,4,12). — 

Courbe B : précipitation par le méme polyoside du sérum préalablement épuisé par 

le polyoside B extrait de la souche de S. typhi murium non lysogéne (4,12). — 

Courbe S : précipitation par le polyoside S extrait de S. senftenberg (1,3,19) 
du sérum total (A) ou épuisé par B (0). 


(et 5 2), suivant les symboles actuels, étaient portés par la méme 
molécule. Celte observation a été confirmée successivement avec 
d’autres facteurs par Meyer [14], Nakaya et Fukumi ({46] et 
Cohen [8], qui travaillérent tous avec le complexe lipido-protéino- 
polyosidique extrait par la méthode de Boivin {4] et soumis a des 
purifications plus ou moins poussées. Staub et Pon [48] avaient 
montré que les facteurs 9 et 12 de S. typhi étaient portés par la 
méme molécule de polyoside purifié, préparé par la technique de 
Freeman, comme les polyosides utilisés dans le présent travail. 
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Nous avons voulu nous assurer que l’antigéne 1 du polyoside B' 
était bien porté par la méme molécule que les facteurs 4 et 12. 
Nous avons utilisé la technique de K. Meyer [44] : 


1,2 mg de polyoside B! ont été précipités par 2,5 cm*® d’un sérum de 
cheval anti-S. typhi murium (utilisé dans une précédente étude [21]). 
qui ne contenait pas d’anticorps 1. Le précipité lavé quatre fois par 
2 cm? de solution physiologique a été mis en suspension dans 2 cm? 
de cette solution et chauffé cing minutes au bain-marie bouillant. 
Apres refroidissement et centrifugation, le surnageant a été essayé avec 
le sérum anti-S. typhi murium (4,12) qui avait servi A précipiter le 
polyoside et un sérum de lapin anti-S. taksony qui contenait les anti- 
corps 1,3,19 (4). 


Le polyoside ainsi extrait du précipité spécifique, obtenu avec 
le sérum anti-S. typhi murium (4,12), précipite ce méme sérum, 
mais jl précipite aussi le sérum anti-S. taksony (1,3,19), ce qui 
démontre que les antigénes 1, 4 et 12 du polyoside B! sont bien 
présents sur la méme molécule. 


DETERMINATION DE L’OLIGOSIDE RESPONSABLE DE LA SPECIFICITE DE 
L’ANTIGENE 1, COMMUN AUX GROUPES E, ET B. 


En opérant dans les conditions utilisées par Davies dans les 
essais préliminaires, mentionnés au cours de_ l| introduction 
(SO,H, N/2, trois heures a 100°), hydrolyse de 8 souches conte- 


Tasteau HI]. — Existence d’un oligoside commun (1) dans les hydro- 
lysats contenant l’antigéne 1. 


Bacille d’ou provient Antigénes 0 Presence (+) ou absence (-) 
l’hydrolysat présents de l’oligoside 
dans ces bacilles 


typhi murium 
lysogéne 
non lysogéne 


+ coli Cah 
- niloese 1,3,19 
+ senftenberg 15 55L9 
paratyphi A 12,12 
x var. durazzo 2,12 
8. london 3,10 


(1) Les seuls critéres d’identité ont été : a) le Rg; commun; b) la résistance a 
Vhydrolyse par SO,H2 N/2 a 100°. (2) Outre ce facteur 1 commun avec les Salmo- 
nella, cette E. coli possédait des antigénes O propres. 


(4) Ce sérum nous a été aimablement fourni par le D™ Turk, de 1’Ecole 
d’Hygiéne de Londres. 


it 
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nant l’antigéne 1 a toujours fourni un oligoside ayant le méme 
R « gue loligoside isolé de S. niloese, qui contient du glucose 
et du galactose [23}, alors que 3 souches sans antigéne 1 n’ont 
pas donné cet oligoside (tableau III). 

D’autre part, la technique d’inhibition spécifique, utilisée avec 
le systeme sérum anti-S. paratyphi A-polyoside niloese, avait 
montré la supériorité du glucose sur les autres sucres du polyo- 
side (galactose, mannose, rhamnose) dans Jlinhibition et avait 
permis de conclure a la présence de ce sucre a l’extrémité de 
la chaine 1 {24]. Nous avons repris la méme étude avec divers 
sérums contenant les anticorps anti-l et divers polyosides conte- 
nant le facteur 1: dans tous les cas le glucose est le sucre qui 
est le plus actif et presque toujours son activité est trés supérieure 
a celle de tous les autres sucres (tableau IV). 


Tasteau IV. —Inhibition (%) de la précipitation des anticorps dans 
divers systémes par le glucose, d’autres sucres simples et 
les oligosides. 


Sérum de cheval Sérum de lapin 

anti 8. paratyphi A anti S. typhi murjugp 

(anticorps: 1,2,22) (anticorps 1,4,12) 
précipité par précipité par 
Sucre p, (1) P. P, P, 
4nhibiteur senftenbers typhi murium senftenberg paratyphi A 
(B+) 
(1, 3,29) (1, 4,12) (2,3,19) @,2512) 


Sucres simples 
(40 me) (2) 


Glucose 
Galactose 
Mannose 


Oligosides 
(non dosés) 


(1) P = polyoside. (2) Ajoutés A Ja quantité de chaque sérum contenant enyi- 
ron 100 yg d’azote d’anticorps précipitables. 


Il ressort donc de ces résultats que lantigéne 1, commun aux 
Salmonella des groupes A, B, D et E,, est terminé par du glucose 
et que l’oligoside commun a toutes les souches doit étre un glu- 
cosyl-galactose. Néanmoins |’étude chimique de cet oligoside 
s’imposait ainsi que la recherche des conditions d’hydrolyse per- 
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mettant d’obtenir d'autres oligosides plus complexes susceptibles 
de fournir plus d’informations sur la structure des antigénes 1. 

a) Obtention et dénombrement des oligosides. — La chromato- 
graphie des hydrolysats obtenus apres quinze, trente, soixante, 
cent vingt et deux cent quarante minutes par SO,H,N a 100° 
montre que le maximum d’intensité des taches données par les 
oligosides réducteurs est atteint aprés trente minutes, aussi bien 
avec le polyoside de S. senftenberg (groupe E,) qu’avec le polyo- 
side Bt (groupe B) {pl., fig. 1). L’élution des différentes taches 
visibles, sur des bandes adjacentes a des bandes révélées, et leur 
dosage par la méthode de Somogyi-Nelson confirmérent ces prévi- 
sions (tableau V): les trois taches isolées de Vhydrolysat de S 


Tasteau V. — Recherche du temps optimum d’hydrolyse des polyo- 

sides par SO,H, a 100°. Dosage du pouvoir réducteur des oligosides 

élués des chromatogrammes des hydrolysats obtenus aprés diffé- 
rents temps d’hydrolyse. 


Durée d’hydrolyse des polyosides 


> , e4o’ 
Polyoside Oligosides (3) 60 120 4o 


hydrolysé ; 
Pouvoir réducteur(1) 


senftenberg 


typhi murium 


(1) Ces chiffres correspondent 4 des lectures du photométre et n’ont qu'une yaleur 

de comparaison. (2) Non titré parce que les taches réyélées étaient a peine visibles. 

(3) Certains de ces oligosides (Se, Bz) se sont révélés dans la suite contenir plusieurs 
oligosides (voir texte). 


(S,, S, et S,) et les deux taches isolées de l’hydrolysat de B?! 
(B, et B,) sont plus fortement réductrices aprés trente minutes 
qu’aprés quinze minutes, puis leur pouvoir réducteur diminue plus 
ou moins lentement. Nous avons donc travaillé avec les hydro- 
lysats obtenus aprés trente minutes avec SO,H,N a 100°. La 
chromatographie de plus grandes quantités d’hydrolysats révéla 
la présence de trois taches supplémentaires dans Vhydrolysat du 
polyoside senftenberg (S): une migrant un peu plus vite que S, 
(Sz vis) et deux autres migrant plus vite que S, (Sz vis et S,) {pl., 
fig. 2]. Sse a de plus donné deux taches en ionophorese 
(tableau VI). De méme, on peut mettre en évidence dans l’hydro- 
lysat de B* deux taches supplémentaires trés faibles, migrant 
apres By “Boge et B, (ply tee). 

La comparaison de l’hydrolysat du polyoside B* avec celui du 
polyoside B, extrait de Ja méme souche de S. typhi murium sans 


(14 
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A. M. STAUB, R. TINELLI et 


T. 98. B. KOPACKA 
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Ree 


| 

i 

Bam | 

\ 

| 

ie i 
B, 

i 


ee 
He: 
; 
hice Ih IG 2 
Fic. 1. — Chromatogramme des hydrolysals du polyoside B! apres différents temps 
@hydrolyse. 1 = quinze minutes ; 2 = trente minutes; 3 = une heure ; 4 = deux 
heures ; 5 = quatre heures ; T = galactose et glucose témoins. 
Fic. 2. — Analyse chromatographique des hydrolysals des polyosides B, Bt et S. 


On distingue dans S, 6 taches de haut en bas : Sj, Sa, Se pis, S53, 'S3 pis, Su et celles 
des hexoses. Dans B!, 4 taches : Bo, Bg, Bz yj5, By (entre S3 yj, et Sq) et les hexoses. 


Dans B, 2 taches: B B, et les hexoses. T= hexoses témoins. 


9 bis? 4 


MASSON ET CY, KDITEURS 


hexoses 
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antigéne 1, montre qu’on ne retrouve, dans cet hydrolysat, que les 
laches B, pir et By (pl., fig. 2 et tableau VI). La tache Bs vis est 
en réalilé constituée par deux oligosides séparables par ionopho- 
rése, mais ils sont identiques dans les hydrolysats provenant des 
deux souches avec ou sans antigéne 1 (tableau VI). Is ne peuvent 
done pas appartenir a cet antigéne 1 et nous n’en tiendrons pas 
comple dans le reste de ce travail. 


Tantrau VI. — Caractéristiques des divers oligosides présents dans 
les hydrolysats. 


OF SS eeOnse ad aons 
de 
s pl 
(1,3,19) (1, 4,12) 


(1) Be, : migration en chromatographie par rapport au glucose. (2) Mg : migration 
vraie en ionophorése par rapport a celle du glucose. (3) Non déterminé. 


Les deux oligosides B, et B, ne sont présents que dans la 
souche de S. typhi murium contenant lV’antigéne 1: ils doivent 
done appartenir 4 cet antigéne. Parmi eux, seul B, se retrouve 
dans l’hydrolysat de S. senftenberg (S,), tous les autres oligosides 
de cet hydrolysat migrent avec des vitesses différentes en chro- 
matographie (Rg) ou en ionophorése (M,) [tableau VI]. Le 
comportement idenlique de B, et de S, en chromatographie, ainsi 
que leur résistance & Vhydrolyse (tableau V), laissaient 4 penser 
qwil s’agissait de l’oligoside détecté au cours de linvestigation 
rapportée dans le tableau III. 


b) Inhibition par les oligosides isolés des hydrolysats ; compa- 
raison avec le glucose et les paranitrophénylglucosides «. et B (5). 


(5) Ces paranitrophénylglucosides o, et B ont été aimablement pré- 
parés A notre intention par le D™ O. Liideritz (D™ Wander Forschungs- 
institut, Freiburg), nous l’en remercions vivement. 
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Tasteau VII. — Comparaison du pouvoir inhibiteur | des différents 

oligosides sur les anticorps anti-1 du sérum de lapin anti-S. typhi 

murium. Pourcentage d’inhibition de la précipitation par le polyo- 
side senftenberg (S) (1,3,19). 
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? 
Ge 


(jp mol) 
utilisé pour 
1lem3 de sérum 


Quanti 
a’inhibiteur 


(1) Quantité de sucre nécessaire pour obtenir 50 p- 100 d'inhibition, calculée 

graphiquement A partir des droites obtenues en portant en abscisses les logarithmes 

des quantités de sucre et en ordonnées les pourcentages d’inhibition. (2) Entre Paren- 

théses, valeurs obtenues par extrapolation. Les quantités Woligosides ont été évaluées 

en se référant au pouvoir réductenr des oligosides calculé en glucose : ces yaleurs 
ne sont done qu’approchées (voir texte), 
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side 5, se retrouve dans l’hydrolysat de S. typhi murium (B,), 
nous avons recherché le pouvoir inhibiteur de tous les autres (saut 
Ss vis) ainsi que celui de B,. Les tableaux IV et VII montrent que 
tous les oligosides inhibent fortement la précipitation des anti- 
corps anti-l du sérum de cheval (anti-1,2,12) et du sérum de 
lapin (anti-1,4,12) par le polyoside S (1,3,19). Afin de pouvoir 
comparer leur pouvoir inhibiteur 4 ceux du glucose et des para- 
nitrophénylglucosides « et B nous avons dosé leur pouvoir réduc- 
teur par rapport au glucose et nous avons considéré qu'une 
molécule d’oligoside correspondait 4 une molécule de sucre ter- 
minal réducteur. Ce calcul ne pouvait étre qu’approché, car nous 
savons que le pouvour réducteur varie non seulement avec la 
nature des sucres, mais aussi avec leur mode de liaison avec le 
sucre précédent. Néanmoins, le tableau VII obtenu avec le sérum 
de lapin donne un ordre de grandeur des pouvoirs inhibiteurs. I 
montre que : 

1° Le glucoside a est un meilleur inhibiteur que le glucoside 6 
qui posséde 4 peu prés la méme activité que le glucose. 

2° Tous les oligosides sont beaucoup plus actifs que le glu- 
coside a. 

3° Les oligosides S, et B, possédent exactement le méme pou- 
voir inhibiteur, ce qui apporte un nouvel argument en faveur de 
leur identité. 

4° Le pouvoir inhibiteur des oligosides varie en sens inverse 
de leur migration en chromatographie, sauf pour l’oligoside S, xis, 
qui semble huit fois moins actif que l’oligoside S, qui migre plus 
vite que lui et cent fois moins actif que S, qui est immédiatement 
avant lui sur les chromatogrammes. 


— Bien que parmi les oligosides de S. senftenberg, seul l’oligo- 


Tasrzav VIII. — Constitution chimique de quelques oligosides. 


Pete aren Constitution chimique 


glucose — galactose - ) 
ou ( = mannose = (2) 
galactose - glucose - ) 


(glucose - galactose - mannose)- rhamnose — 
ordre indéterminé 


(1) pmol. requises pour obtenir 50 p. 100 d'inhibition (valeurs du tableau VII). 
(2) Sucre terminal réducteur. 
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c) Composition de quelques oligosides. — L’analyse chimique 
des oligosides inhibiteurs est actuellement en cours. Les résultats 
définitifs seront publiés ailleurs ultérieurement, ainsi que le 
détail des techniques utilisées. Le tableau VIII indique les pre- 
miers résultats acquis aujourd’hui, qui nous fourniront les élé- 
ments nécessaires pour la discussion. 


DIscussION. 


L’étude des agglutinations et des précipitations nous a montré 
que l’antigéne 1, présent dans la souche lysogéne de S. typhi 
murium (groupe B) ainsi que dans les souches des groupes A et D, 
est différent de celui présent sur S. senftenberg (groupe E,). 
Toutefois ces deux antigénes 1 contiennent une partie commune. 
C’est cette partie commune que nous avons analysée, puisque 
toutes les inhibitions par les oligosides ont porté sur la précipi- 
tation des sérums anti-S. paratyphi A de cheval et anti-S. typhi 
murium de lapin par S. senftenberg. 

Les inhibitions par les sucres simples ont montré que le glucose 
terminait la chaine latérale spécifique. L’inhibition par les para- 
mitrophénylglucosides a et B permet d’affirmer que ce glucose 
est lié en a au sucre suivant. Le fait que le disaccharide (S, ou B,) 
glucosyl (1-3 ou 1-6) galactose est un bien meilleur inhibiteur que 
le p. nitrophénylglucoside « indique que le sucre suivant est du 
galactose. S, et B, fortement inhibiteurs doivent contenir le disac- 
charide S, terminal. I] semble done que l'on puisse écrire : 


Ls 
S, = a-glucose ou — galactose — mannose — 
i. 
Ss 
B, = a-glucose ou — galactose — mannose — rhamnose 
ie 


Le plus grand pouvoir inhibiteur de S,, par rapport 4 B,, peut 
n’étre quwillusoire et ne tenir qu’A V’approximation des dosages 
des oligosides, comme nous l’avons souligné dans les résultats 
expérimentaux. En tout cas le rhamnose ne semble pas jouer 
un rdle important dans la spécificité, puisque sa présence a l’extré- 
mité réductrice de l’oligoside B, n’augmente pas le pouvoir inhi- 
biteur de celui-ci par rapport a S,. Le rhamnose de B, ne ferait 
done pas partie de l’antigéne 1 commun entre les Salmonella 
des groupes FE, et B qui serait done essentiellement constitué par 
Voliqoside : 

es 
a-glucose ou — galactose — mannose -— 
ha 


ETUDE IMMUNOCHIMIQUE DES SALMONELLA 521 


Ceci serait aussi en bon accord avec le fait qu’on ne retrouve 
pas Voligoside B, dans Vhydrolysat de S et Voligoside S, dans 
Vhydrolysat de B’, ce qui laisse supposer que dans les deux polyo- 
sides la liaison du mannose au sucre suivant (rhamnose dans B', 
X dans 5) doit étre différente & moins que la nature du sucre X 


sulfise a modifier la stabilité de cette liaison au cours de ’hydro- 
lyse. 


Le pouvoir inhibiteur de S, yis (galactose-mannose-rhamnose), 
important (bien qu’inférieur a celui de S, fou B,], de S, et de B,) 
malgré absence de glucose terminal non réducteur, pourrait étre 
di a la présence du disaccharide galactose-mannose identique 
a celui présent dans Ja chaine 1 aussit6t aprés le glucose. On sait, 
en effet, que les forces de lhaisons de Vantigéne avec l’anticorps 
mettent aussi en jeu les deuxiéme et troisicme sucres présents sur 
le motif antigénique (cf. par exemple [40, 44}). Toutefois, la pré- 
paration utilisée dans cette étude contenait des traces de glucose 
provenant peut-étre d’un mélange avec un peu de S,, trés proche 
de S.xis sur les chromatogrammes et donc difficile 4 séparer ; or, 
il suffirait d'une contamination par 1 p. 100 de cet oligoside pour 
expliquer le pouvoir inhibiteur de S, »i,. Malheureusement, i] ne 
nous restait plus du méme sérum pour essayer le pouvoir inhi- 
biteur d’une préparation ne contenant plus de traces de glucose, 
visibles en chromatographie. 


L’analyse chimique en cours nous permettra de compléter, de 
confirmer ou d’infirmer ces résultats ; dés a présent ils montrent 
que l’antigéne 1, commun entre les deux Salmonella étudiées, 
n’est qu’une courte chaine oligosidique. Nous nous proposons de 
poursulvre cette étude sur la fraction de V’antigéne propre au 
groupe B puisque apport antigénique di au phage ne se limite 
pas 4 la seule partie commune et qu'il est indispensable de 
connaitre la composition totale de Vantigéne 1 si Von désire 
aborder |’étude des mécanismes qui le font apparailre a la surface 
des Salmonella des groupes A, B et D, lorsqu’elles sont lysogéni- 
sées par le phage PLT,, ou d’autres phages du groupe sérolo- 
gique A,-A, [22]. 


ResuME. 


L’étude des agglutinations et des précipitations croisées des 
antigénes 1 présents sur une Salmonella du groupe E, (S. senj- 
tenberg), sur laquelle la présence du facteur 1 ne semble pas 
déterminée par un phage, et une Salmonella du groupe B (S. typhi 
murium lysogéne), sur laquelle la présence de Vantigéne 1 est 
déterminée par le phage lysogénisant, a montré que ces antigéenes 
étaient différents mais qu’ils possédaient une partie commune dont 
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les groupements délerminants se retrouvaient dans les polyosides 
extraits des germes par hydrolyse acétique. 
La structure 
1—>>3 
a-glucose ou — galactose — mannose — 
16 


a élé proposée pour celle chaine oligosidique commune, grace 
a la combinaison des techniques d’analyses chimiques et d’inhi- 
bitions spécifiques. Celles-ci ont été appliquées au systéme préci- 
pitant : sérum anti-S. typhi murium-polyoside senftenberg. Les 
inhibitions ont été effectuées avec les sucres simples et les oligo- 
sides présents sur S. senftenberg ainsi que sur S. typhi murium 
lysogéne, et absents de la souche sensible ne contenant pas d’anti- 
gene 1. Les détails des analyses chimiques, encore en cours, 
seront publiés ultérieurement. 


SUMMARY 
IMMUNOCHEMICAL STUDIES ON Salmonella. 


VI. — Srupy or ANTIGEN 1 PRESENT IN TWO Salmonella BELONGING 
To THE B anp E, Groups. 


In S. senftenberg (E, group) the presence of factor 1 does not 
seem to be determined by a phage. In S. typhi murium (B group) 
its presence is determined by a lysogenizing phage. The study 
of these two Salmonella shows that their antigen 1 is different but 
that they possess a common fraction, the determining groups of 
which are found in the polysaccharides extracted from the cells 
by means of acetic hydrolysis. 


The structure 


ls 
-glucose or — galactose — mannose — 
1—>6 


is proposed for this common oligosaccharidic chain. It was 
obtained by a combination of chemical analyses and_ specific 
inhibition techniques applied to the precipitating system, anti-S. 
typhi murium serum-polysaccharide senftenberg. 


The inhibition studies have been carried out with simple sugars 
and with oligosaccharides present in S. senftenberg and in the 
lysogenic S. typhi murium but absent from susceptible S. typhi 
murium which does not contain antigen 1. The details of the 


chemical analysis are still in progress and will be published 
later on. 
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SUR LA PHAGOCYTOSE IN VITRO DES BACTERIES 
PAR LES LEUCOCYTES DE COBAYE. 


I. ASPECTS QUANTITATIFS 


par R. LINZ et E. MANDELBAUM (*). 


(Laboratoire de Bactériologie de V Université Libre de Bruzelles 
et Laboratoire de Biologie Clinique de VHépital Universitaire 
Saint-Pierre, Bruxelles ) 


Une abondante littérature a été consacrée 4 la phagocytose des 
bactéries, mais ses aspects quantitatifs semblent avoir regu peu 
d’attention. Hanks [4] parait étre un des seuls a s’étre intéressé 
a eux; il a utilisé des mycobactéries dont la répartition dans une 
suspension est peu homogéne. 

Nous avons repris l’étude des rapports quantitatifs dans la pha- 
gocytose in vitro des bactéries en choisissant, comme donneur de 
leucocytes, le cobaye et, comme bactéries, un bacille a Gram 
négatif, le colibacille, et un microcoque a Gram positif, le staphy- 
locoque, qui, tous deux, fournissent des suspensions homogénes 
et stables. 

I. — TECHNIQUES ET DEFINITIONS. 


1° SUSPENSIONS BACTERIENNES. — Les deux souches employées ne sont 
pas pathogénes pour le cobaye. Ce sont: la souche K12 d’Escherichia 
coli et la souche Twort de Staphylococcus albus. Conservées en gla- 
ciére (piqdre profonde dans de la gélose en culot), elles sont ensemencées 
la veille de l’expérience, sur gélose nutritive inclinée (« heart infusion 
agar » Difco) ; les cultures obtenues en vingt a vingt-quatre heures 4 37° 
sont émulsionnées dans 2 ml de solution physiologique stérile (NaCl a 
0,9 p. 100). Par millimétre cube, les suspensions contiennent : celles 
d’E. coli K12, entre 103 et 131 x 10°, soit, en moyenne, 117 x 105 germes; 
celles de Straph. albus Twort, entre 167 et 191 x 10°, soit en moyenne 
179 x 10° germes. Ces numérations ont été faites sous le microscope ; 
les bactéries mortes ont donc été comptées aussi bien que les bactéries 
vivantes. Le nombre des colonies formées sur gélose nutritive est 
inférieur d’un quart environ aux chiffres précédents. 

Les suspensions sont utilisées non diluées, ou bien diluées au 1/5 ou 
au 1/25 dans Ja solution physiologique. 


(*) Manuscrit recu le 2 décembre 1959. 
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2° SUSPENSIONS DE LEUCOCYTES. — Dans la cavité péritonéale de cobayes 
bien portants, pesant 500 4 700 g et maintenus a jeun, on injecte 20 ml 
de bouillon stérile (« brain heart infusion » Difco). Quatre heures plus 
tard, on ponctionne la cavité au moyen d’une grosse aiguille. Un 
abondant liquide trouble s’écoule. Il est recueilli dans un tube stérile 
garni de solution anticoagulante (solution de NaCl a 0,9 p. 100 conte- 
nant 3,8 p. 100 de citrate sodique) ; on mélange 9 parties de l’exsudat 
avec 1 partie de la solution. Quelques gouttes du mélange sont réservées 
pour la numération dans une cellule de Thoma, et le reste est aussitét 
centrifugé pendant trois minutes 4 1000 & 1500 tours par minute. 
Le liquide surnageant est décanté et conservé. Une partie de ce liquide 
est rajoutée goutte A goutte au sédiment, en mélangeant doucement 
pour respecter l’intégrité des cellules, jusqu’&’ ce que la concentration 
désirée de leucocytes soit atteinte. Les dilutions éventuelles sont faites 
au moyen du méme liquide surnageant. Les cellules baignent donc 
dans un liquide presque naturel. 

La majorité des cellules sont des leucocytes. Si la proportion des 
hématies dépasse 5 p. 100, l’exsudat est rejeté. Presque tous les leuco- 
cytes sont des polynucléaires neutrophiles ; on trouve quelques poly- 
nucléaires éosinophiles (1 A 3 p. 100), lymphocytes (1 A 2 p. 100) et 
monocytes (1 4 2 p. 100). 


3° PHacocytosE. — La phagocytose est favorisée si on permet aux 
leucocytes de s’étaler sur une grande surface spécialement si celle-ci 
est couverte d’aspérités (Wood et coll. [5, 6]). Comme nous désirions 
centrifuger aussit6t aprés lVincubation, nous avons dt renoncer au 
perfectionnement préconisé par Wood et ses collaborateurs, et nous 
avons utilisé la technique suivante, qui essaie de concilier la nécessité 
des grandes surfaces avec nos besoins particuliers. 

Dans de petits tubes stériles de 57 mm de hauteur et 5 mm de dia- 
métre intérieur, on verse 0,45 cm* de suspension leucocytaire, puis 
0,05 cm? de suspension bactérienne. On mélange bien. Les tubes sont 
placés dans un support métallique et portés dans un bain-marie 4 38° C. 
Le support est fixé de telle sorte que les tubes sont trés inclinés, presque 
horizontaux ; leur orifice supérieur seul dépasse le niveau de l’eau. 

Aprés l’incubation, les tubes sont centrifugés trois minutes 4 1 000 
2 1500 tours par minute. Le liquide surnageant est rejelé ; on pipette 
le sédiment et on en dépose des gouttelettes sur des lames dégraissées. 
Des frottis sont faits par la technique habituelle aux hématologistes. 
On séche et on colore, soit avec du bleu de toluidine (une minute), 
soit avec les solutions de May-Griinwald-Giemsa ; cette derni¢re méthode 
est préférée. 

La faible force de centrifugation employée sédimente pratiquement 
tous les leucocytes avec les bactéries qu’ils contiennent ; dans le liquide 
surnageant, les leucocytes sont rares. Elle ne suffit pas, dans des essais 
témoins, A faire apparaitre de dépét visible dans des suspensions bac- 
tériennes non additionnées de leucocytes. Cependant, dans les frottis 
des sédiments obtenus 4 partir des mélanges leucocytes + bactéries, 
on trouve un nombre variable de bactéries libres, peut-Ctre entrainées 
par les leucocytes. 

Au fur et A mesure que l’incubation des mélanges 4 38° est prolongée, 
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un nombre croissant de bactéries est englobé par les phagocytes jusqu’a 
la vingtiéme ou la trentiéme minute. Au-dela de ce moment, la phago- 
cytose augmente plus faiblement. Mais, dés la dixitme ou quinzieéme 
minute commence la digestion des bactéries intraleucocytaires. Leur 
lyse ne devient vraiment fréquente qu’a partir de la vingtiéme minute. 
Aussi le temps d’incubation a-t-il été fixé A vingt minutes ; les quelques 
exceplions sont signalées expressément. 

Seules ont été comptées comme phagocytées les bactéries nettement 
intracellulaires ; celles qui adhéraient aux parois ont été négligées. 
De chaque tube, deux frottis au moins ont été examinés au micro- 
scope (grossissement : 1000 & 1100 diamétres), chacun indépendam- 
ment par deux observateurs. Chaque observateur a étudié 300 a 900 
leucocytes capables de phagocytose. Les valeurs obtenues par les deux 
observateurs sont du méme ordre de grandeur. 

Aucun essai n’a été fait pour distinguer entre la phagocytose par les 
polynucléaires neutrophiles, les polynucléaires éosinophiles et les mono- 
cytes. D’une maniére générale, on peut dire que les premiers s’emparent 
facilement des bactéries et interviennent seuls lorsque l’indx phago- 
cytaire est petit ; les éosinophiles et surtout les monocytes n’entrent en 
jeu que lorsque index devient plus grand. 


4° Dérririons. — Pour nos calculs, nous n’avons tenu compte que 
des polynucléaires neutrophiles et éosinophiles, et des monocytes : 
nous avons groupé ces cellules sous le nom de leucocytes capables de 
phagocytose ou, en abrégé, L. p. La proportion de ceux qui ont effec- 
tivement participé & la phagocytose a souvent été déterminée. 

L’index phagocytaire (1. P.) est le nombre moyen de bactéries que 
contient un leuccoyte, c’est-a-dire : nombre total de bactéries phago- 
cytées/nombre total de L. p. 

Nous appelons richesse en bactéries (R. B.) d’un L. p. donné, le nombre 
de bactéries qu’il contient. Nous avons été amenés a calculer la propor- 
tion des L. p. de chaque richesse. L’index phagocytaire n’est en réalité 
que la richesse moyenne en bactéries des leucocytes. 

Enfin, pour chaque mélange de leucocytes (L) et de bactéries (B), 
nous avons calculé le rapport B/L, c’est-a-dire le nombre moyen de 
bactéries mis en présence d’un leucocyte. 


il; == Resurpans: 


Le premier but de nos essais était de rechercher s’il existait 
des rapports quantitatifs entre les concentrations leucocytaires, 
les concentrations bactériennes et index phagocytaire. Nous avons 
choisi trois concentrations de leucocytes (environ 35 000, 10000 
et 3000 par millimétre cube) et trois concentrations de bactéries 
(colibacilles : environ 107, 2 x 10° et 4 x 10° par millimétre cube ; 
staphylocoques : environ 2 x 10’, 4 x 10° et 8 x 10° par milli- 
métre cube). Chaque expérience comportait donc 9 essais avec le 
colibacille et 9 autres avec le staphylocoque, soit 18 en tout. La 
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quantité d’exsudat leucocytaire nécessaire est souvent plus grande 
que celle qu’un seul cobaye peut fournir. Nous avons été contraints 
@utiliser plusieurs cobayes pour une seule expérience. Or, on le 
verra, les leucocytes de certains cobayes paraissent plus « avides » 
de bactéries que ceux d’autres cobayes. 

D’autre part, nous avons voulu soumettre certaines conclusions 
a des tests statistiques, en collaboration avec L. Martin. C’est 
pourquoi, nous avons adopté le schéma proposé par ce dernier, 
et qui évite les erreurs dues a d’éventuelles différences indivi- 
duelle des cobayes. Voici ce schéma qui sera diseuté ailleurs {4}. 

Douze cobayes, nommés A, B, C, etc., fournissent de l’exsudat 
leucocytaire. De chaque exsudat individuellement, on prépare des 
suspensions leucocytaires, soit aux trois concentrations : forte 
(désignée par 1), moyenne (désignée par 2), faible (désignée 
par 3), soit & une seule; dans les symboles, ces chiffres suivent 
le nom du cobaye : par exemple, D1, D2, D3. Les suspensions 
sont mélangées avec les émulsions d’E. coli K12 (marquées K) ou 
de Staph. albus Twort (marquées T) utilisées aux concentrations 
forte (marquée 1), moyenne (2) ou faible (8). 

Ainsi, le colibacille a été utilisé dans les 36 mélanges suivants : 


Al Kl Al K2 Al K3 
B2 KI B2 k2 B2 K3 
C3 K1 C3 K2 C3 K3 
D1 K1 D2 KI D3 KL 
El K2 E2 K2 E3 K2 
Fl K3 F2 K3 F3 K3 
G1 Kl G2 K3 G3 K2 
Hl K2 H2 Kl H3 K1 
J1 K3 J2 K2 J3 KI 
K1 Kl K2 K2 K3 K3 
LI K2 L2 K3 L3 K1 
M1 K3 M2 K1 M3 K2 


On constate que chaque type de mélange est répété quatre fois 
pour chaque bactérie, par exemple : Al K2, El Ke, H1 Ke 
et L1 K2. En méme temps, 36 mélanges semblables ont été pré- 
parés, ou K a été remplacé par T. 


1° CONCENTRATIONS CONSTANTES DE LEUCOCYTES, CONCENTRATIONS 
VARIABLES DE BACTERIES. — Les résultats de trois expériences, choi- 
sies comme exemple, figurent dans le tableau I. Elles portent sur 
E. coli K12. Dans chacune des deux premiéres, les leucocytes pro- 
viennent d’un seul cobaye, A ou B ; dans la troisiéme, trois cobayes 
différents sont utilisés (J, G et H). 

Les concentrations de leucocytes sont : forte dans la premiére, 
moyenne dans la deuxiéme, faible dans la troisiéme. Avec chaque 
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suspension sont mélangées trois concentrations différentes de 
bactéries. 

L’index phagocytaire ect la proportion des leucocytes qui 
prennent une part effective & la phagocytose, diminuent lorsque 
le rapport B/L décroit. Cela est logique : les chances de rencontre 
entre phagocytes et bactéries diminuent. 


Tanreau I. — Phagocytose d’E. coli Ki2 en concentrations variables 
par les leucocytes 4 concentration constante. 


| Concentr. Concentr. Index Proportion p.cent 
| leucocyt. bactér. phagocyt. de Lip. ayant 
i ( 
| 
' 


par mm3)! (par mm3) effectivement 
phagocyté 


Le cas de St. albus Twort est semblable. Les rapports B/L et 
les index phagocytaires sont plus grands (une fois et demie a 
deux fois), mais l’index phagocytaire et la proportion des leuco- 
cytes qui prennent une part effective & la phagocytose, diminuent 
avec le rapport B/L. 


2° CONCENTRATIONS VARIABLES DE LEUCOCYTES, CONCENTRATIONS 
CONSTANTES DE BACTERIES. — Trois exemples sont résumés dans le 
tableau II. Is portent sur Slaph. albus Twort. 

Dans le premier, les bactéries sont utilisées A concentration 
forte ; dans le deuxiéme, 4 concentration moyenne ; dans le dernier, 
a concentration faible. Dans chacun, elles sont mélangées avec 
des leucocytes de cobayes différents, a trois concentrations (envi- 
ron 30000, 10000 et 3300 leucocytes par millimétre cube). 

Dans chaque exemple, l’index phagocytaire et la proportion des 
leucocytes qui participent effectivement a la phagocytose aug- 
mentent lorsque la concentration des phagocytes diminue. La rai- 
son probable en est que chaque L. p. trouve plus de bactéries a 
sa porlée, 
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T\strau Il. — Phagocytose de St. albus Twort a concentration 
constante par des leucocytes en concentrations variables. 


oncentr. Concentr. 
eucocyt. bacteér. 
par mm3) ! (par mm3) 


Proportion p.cent 
de Lop. ayant 
effectivement 

phagocyté 
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Les essais portant sur E. coli K12 donnent des résultats sem- 
blables ; mais les index phagocytaires sont environ deux fois plus 
petits. 

Ces résultats confirment ceux de Hanks |4]. 


3° PUCHESSE DES PHAGOCYTES EN BACTERIES. — La forme sous 
laquelle les résultats précédents ont été exposés laisse dans ?ombre 
tn phénoméne frappant : quelque grands que soient les concen- 
trations et le rapport bactéries/leucocytes, certains leucocytes 
capables de phagocytose ne phagocytent rien, pendant que d'autres 
s’emparent d’un grand nombre de bactéries, parfois plus de 100. 
On peut trouver, dans un méme mélange, parmi les polynucléaires 
neutrophiles, cote a cdte, des cellules sans bactéries, des cellules 
bourrées de bactéries et des cellules intermédiaires. Les bactéries 
se répartissent done trés inégalement entre les phagocytes. 

Pour analyser ce qui se passe dans chaque expérience, nous 
avons tenu des comptes séparés des L. p. contenant 0, 1, 2, ete. 
bactéries, c’est-a-dire des L. p. de richesses bactériennes (R. B.) 
différentes. 

En pratique, il n’est pas possible de présenter des résultats 
aussi détaillés. D’ailleurs, de faibles variations de R. B. n'ont pas 
de signification. Mais on peut distinguer des catégories : les L. p. 
qui ne contiennent aucune bactérie, ceux qui en contiennent peu, 
ceux qui en contiennent beaucoup. Nous nous sommes cru auto- 
risés A subdiviser en catégories et a fixer les limites suivantes 
L. p. contenant 0, 1 a 4,5 49, 10 a 19, 20 a 49, 50 et plus de 


Fréquence %o 


100 
90 
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bactéries. Ces chiffres ont été choisis de maniére arbitraire. Il est 
évident, par exemple, toutes choses égales d’ailleurs, qualry a 
deux fois plus de staphylocoques que de colibacilles dans un 
phagocyte (en raison de leurs tailles ?). I] n’empéche que ces cate- 
gories sont pratiques et semblent correspondre grossiérement a 
une réalité. 

On calcule les proportions, pour cent, des L. p. qui appar- 
tiennent 4 chacune des calégories et on les porte sur des gra- 
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Fic. 1. — Richesse bactérienne des L. p. de mélanges de leucocytes a concentration 
forte avec E. coli K12 a concentrations variables : Mélange Gl KI : leuco., 


30 240/mm? ; B/L = 39. Mélange Al K2 : leuco., 33660/mm2; B/L = 7. 
Mélange Al K3: leuco., 33 660/mm3 ; B/L = 1,2. 

Fic. 2. — Richesse bactérienne des L. p. de mélanges de leucocytes & concentration 

forte avec St. albus Twort a concentrations variables : Mélange Gl Tl : leuco., 

30 420/mm*; B/L=59. Mélange El T2 : leuco., 30960/mm?; B/L = 11. 
Mélange Al T3: leuco., 33 660/mm3 ; B/L = 2,1. 


phiques. De cette maniére, les quatre mélanges semblables des 
expériences de phagocytose du schéma exposé page 6 fournissent 
des courbes semblables. Ceci semble une preuve de la validité 
de notre procédé. Aussi pourrons-nous nous contenter d’un seul 
exemple pour chaque type de mélange (fig. 1, 2, 3, 4, 5 et 6). 
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Dans les mélanges a concentrations fortes de leucocytes {30 000 
a 33 000 par millimetre cube (fig. 1 et 2)], la plupart des L. p. n’ont 
rien phagocyté. Cependant, certains se sont emparés de microbes. 
Leur proportion est d’autant plus grande que le mélange était plus 
riche en bactéries ; la richesse bactérienne qu’ils atteignent est 
également d’autant plus grande que le rapport B/L était plus 
grand. La ot le rapport B/L était de 39 pour E. coli (G1 K1), ou 
de 59 pour S. albus (G1 T1), on trouve méme des L. p. contenant 20 
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Fic. 3. — Richesse bactérienne des L. p. de mélanges de leucocytes & concentration 
moyenne avec E. coli K12 a& concentrations variables : Mélange B2 K1 : leuco- 


9180/mm3; B/L = 125. Mélange B2 K2 : leuco., 9180/mm3; B/L = 25. 
Mélange B2 K3: leuco., 9 180/mm3; B/L = 5. 


Fic. 4. — Richesse bactérienne des L. p. de mélanges de leucocytes a concentration 

moyenne avec St. albus Twort a concentrations variables : Mélange B2 Tl : leuco., 

9180/mm3; B/L = 180. Mélange B2 T2 : leuco., 9180/mm3; B/L = 36. 
Mélange B2 T3: leuco., 9 180/mm3; B/L = 7,2. 


a 49 germes, bien que, répétons-le, la plupart n’en contiennent 
pas un seul, 

Dans les mélanges 4 concentrations leucocytaires intermédiaires 
[9 000 par millimétre cube (fig. 3 et 4)], la proportion des L. p. 
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qui n’ont pas participé a la phagocytose est plus faible la oti la 
quantilé des bactéries est moyenne ou forte, tandis que la propor- 
tion de ceux qui en ont englobé 20 4 49 tend a augmenter. Dans 
le mélange B2 T1, 25 p. 100 de L. p. ne contiennent aucun staphy- 
locoque, 16 p. 100 en contiennent 20 a 49, et 4 p. 100 en contiennent 
50 et plus (certains en contiennent 100). Dans les mélanges ou les 
bactéries sont peu nombreuses (B2 K3 et B2 73), rares sont les 
L. p. qui ont effectivement phagocyte. 

Dans les mélanges pauvres en leucocytes (2500 & 3 000 par 
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Fic. 5. — Richesse bactérienne des L. p. de mélanges de leucocytes & concentration 
faible avec E. coli K12 @ concentrations variables : Mélange J3 K1 : leuco., 


3 078/mm3; B/L = 380. Mélange G3 K2: leuco., 2502/mm*?; B/L = 93. 
Mélange H3 K3: leuco., 2502/mm5 ; B/L = 19. 

Fic. 6. — Richesse bactérienne des L. p. de mélanges de leucocytes & concentration 

faible avec St. albus Twort ad concentrations variables : Mélange D3 T1 : leuco.. 

3780/mms ; B,L = 500. Mélange G3 T2 : leuco., 2502/mm3; B/L = 143 
Mélange H3 T3: leuco., 2502/mm3 ; B/L = 28. 


millimétre cube), la proportion des L. p. trés riches en bactéries 
est encore plus grande que précédemment (fig. 5 et 6). Méme Ja ot 
la dose faible de microbes a été utilisée, le rapport B/L n’est plus 
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tres petit : 19 pour le colibacille (H3 K3) et 28 pour le staphylo- 
coque (H3 T3); la proportion de L. p. n’ayant pas participé a 
la phagocytose reste élevée, mais de rares L. p- (moins de 1 p. 100) 
contiennent 20 a 49 germes. Lorsque la dose forte de microbes a 
été utilisée et que le rapport B/L est trés grand (J3 K1 et D3 EL); 
allure de la courbe s’inverse et le maximum de fréquence se 
déplace vers la région des grandes richesses bactériennes (20 a 49, 
ou meme 50 et plus). Lorsque la dose des microbes a été moyenne 
(G3 k2 et G8 T2), la courbe est intermédiaire ; A céoté de nom- 
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— Richesse bactérienne des L. p. de trois mélanges typiques de leucocytes 
et d’E. coli K12 ; Mélange Al K3 : leuco., 33 660/mm ; B/L = 1,2. Mélange B2 K2: 


leuco., 9180/mm3 ; B/L = 25. Mélange J3 K1 
Races. 


— Richesse bactérienne des L. p. de trois mélanges typiques de leucocytes 

et de St. albus Twort : Mélange Al T3 : leuco., 33 660/mm3; B/L = 2,1. 
Mélange B2 T2 : leuco., 9180/mm?%; B/L = 36. Mélange D3 Tl : 

3 780/mm’ ; B/L = 500. 


: leuco., 3 078/mm3 ; B/L = 380. 


leuco., 


breux L. p. qui n’ont rien phagocyté (58 p. 100 dans G3 K2 et 
79 p. 100 dans G3 T2), on trouve des L. p. bourrés de bactéries 
(dans G3 K2 : 6 p. 100 contiennent 10 4 19 colibacilles et 3,2 p. 100, 
20 a 49; dans G3 T2, 4 p. 100 contiennent 20 a 49 staphylocoques 
et 8,55 p. 100, 50 497). 
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Les résultats de trois mélanges typiques (leucocytes a concen- 
tration forte +: bactéries Aa concentration faible; leucocytes a 
concentration moyenne + bactéries A concentration moyenne ; leu- 
cocytes a concentration faible + bactéries 4 concentration forte) 
sont réunis dans les figures 7 (colibacille) et 8 (staphylocoque). 
On y distingue bien la différence entre les richesses en bactéries 
des mélanges «extrémes » (Al K3 et J3 K1; A1T3 et D3 T1). 
On remarque aussi la coexistence, dans un méme mélange, des 
L. p. qui n’ont pas pris part a la phagocytose et de ceux qui ont 
phagocyté beaucoup de bactéries. 

Cette coexistence est particuliérement étonnante lorsque |’index 
phagocytaire est plus grand que 1, c’est-a-dire lorsque la phago- 
cytose est forte et que le rapport B/L est élevé. Quelques exemples 
sont cités dans le tableau III. 


Tasreau III. — Proportions de L. p. de richesses bactériennes données 
dans certains mélanges. 


il 
Index {i Proportions,p.cent, de L.p. 
phagocyt. 


| 
| | 


ii Discussions 


Lorsqu’on mélange, in vitro, des bactéries (E. coli K12 ou 
St. albus Twort) avec les leucocytes de cobaye, et lorsqu’on fait 
varier les concentrations des uns et des autres (done la proportion 
bactéries/leucocytes), on constate, comme Hanks, que I’intensité 
de la phagocytose varie. A concentration constante de leucocytes, 
index phagocytaire et la proportion des leucocytes qui prennent 
une part effective a la phagocytose, diminuent avec la concentra- 
tion des bactéries. A concentration bactérienne constante, tous 
deux augmentent lorsque la concentration leucocytaire diminue. 
Hs atteignent des valeurs trés élevées lorsque la concentration 
bactérienne est forte et la concentration leucocytaire faible, c’est- 
i-dire lorsque le rapport B/L est élevé. Il semble logique 
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d’admettre que les causes des variations de cette phagocytose 
résident dans la probabilité de rencontre entre L. p. et bactéries. 

Lorsque, dans ces divers mélanges, on ne se contente pas des 
index précédents, mais qu’on compte pour chaque L. p. le nombre 
de bactéries qu’il a phagocytées (c’est-a-dire lorsqu’on note la 
richesse bactérienne de chacun), on voit qu’il existe des L. p. 
« vides », qui ne contiennent aucune bactérie, et des L. p. qui en 
ont phagocyté peu ou beaucoup. Nous avons proposé certaines 
catégories commodes. Méme lorsque la proportion B/L est trés 
grande (200 4 500), certains L. p. « vides » voisinent avec des L. p. 
bourrés de 50 a 100 bactéries, parfois plus. 


IV. — Concuusions. 


1° Dans les mélanges in vitro de leucocytes de cobaye et 
VE. colt K12 ou de St. albus Twort, maintenus a 38°, lorsque 
la concentration de leucocytes reste constante, l’index phagocytaire 
diminue avec la concentration des bactéries. La proportion des 
leucocytes qui prennent une part effective a la phagocytose, dimi- 
nue en méme temps. 

2° A concentration bactérienne constante, l’index phagocytaire 
et la proportion des leucocytes qui prennent part 4 la phagocytose, 
augmentent lorsque la concentration leucocytaire diminue. 


3° La proportion bactéries/leucocytes est déterminante : l’index 
phagocytaire et la proportion des leucocytes qui participent effecti- 
vement A la phagocytose, varient dans le méme sens qu’elle. 


4° La fréquence des leucocytes de grande «richesse bacté- 
rienne » varie également avec ce facteur. 


5° Méme dans les mélanges ott la phagocytose est intense, des 
leucocytes capables de phagocytose, mais « vides » de bactéries, 
persistent habituellement et voisinent avec des leucocytes bourrés 
d’un grand nombre de bactéries. 


SUMMARY 


In vitro PHAGOCYTOSIS OF BACTERIA BY GUINEA PIG LEUCOCYTES. 


I. — QUANTITATIVE ASPECTS. 


1. In in vitro mixtures of guinea pig leucocytes and FE. coli K12 
or Staphylococcus albus Twort at 38°, the leucocytes concentration 
being constant, the phagocytic index decreases according to the 
bacterial concentration. The percentage of leucocytes taking part 
in the phagocytosis also decreases. 
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2. Tf the bacterial concentration remains constant, the phago- 
cylic index and the percentage of leucocytes taking part in the 
phagocytosis increase when the leucocytes concentration decreases. 


3. The phagocytic index and the percentage of leucocytes taking 
part in the phagocytosis depend upon the ratio bacteria/leucocytes. 


4. The number of leucocytes containing a great number of 
bacteria also depends upon this ratio. 


5, Even in mixtures showing an intense phagocytosis and with 
leucocytes containing a great number of bacteria, a few leucocytes 
able to phagocyte, but containing no bacteria, usually persist. 
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SYMBIOSE RHIZOBIUM-LEGUMINEUSES : 
ASPECTS PARTICULIERS AUX REGIONS TROPICALES 


par Ch. BONNIER (*). 


(Laboratoire de Microbiologie, 
Institut agronomique de Gemblour, Belgique) 


INTRODUCTION. 


Parmi les divers aspects de la microbiologie du sol, celui qui 
concerne la symbiose Rhizobium-légumineuses est 4 l’origine des 
applications agronomiques les plus spectaculaires. Aucun obser- 
vateur, tant soit peu attentif, ne peut douter de J’efficacité, en 
pratique agricole, de inoculation (1) des graines de certaines 
légumineuses. Pour ne citer qu’un seul exemple, disons qu’en 
Europe occidentale, la luzerne, une de nos plus précieuses légu- 
mineuses, peut, non seulement étre cultivée dans des régions qui 
lui seraient fermées sans inoculation préalable, mais encore 
donner des suppléments de rendement variant de 20 a plus de 
100 p. 100, suppléments encore accrus par une augmentation de 
20 p. 100 par exemple de la teneur en protéines. 


La plupart des travaux consacrés a cette symbiose, tant au 
point de vue fondamental qu’au point de vue économique, ont 
été effectués en régions tempérées. Si des questions nombreuses 
restent a résoudre sous nos climats (telle l’étude systématique des 
possibilités offertes par l’inoculation, pour toutes les légumineuses 
cultivées), il n’est cependant pas difficile de concevoir l’intérét 
tout particulier soulevé par le probléme de la symbiose en régions 
tropicales. En effet, les conditions écologiques différentes sou- 
lévent des problémes nouveaux qu’il faut résoudre ; d’autre part, 
le caractére généralement moins développé des immenses terri- 
toires en cause exige impérieusement l’augmentation de la produc- 
tion agricole, tout particuliérement des protéines. 


(*) Manuscrit regu le 25 novembre 1959. 

(1) L’expression « inoculation des graines » est consacrée par l’usage, 
mais quelque peu impropre. II s’agit trés exactement d’un enrobage 
des graines au moyen d’une suspension de bactéries actives. 
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Nous nous proposons d’exposer ici les aspects particuliers de 
celte symbiose en régions intertropicales. La solution des nom- 
breux problémes qui se posent dépend avant tout, il faut dés 
4 présent y insister, d’une juste appréciation des aspects écolo- 
giques a considérer. 


* 
x x 


Les observations et essais considérés ici ont été réalisés grace 
a l’intervention de l'Institut National pour l’Etude agronomique 
du Congo belge [INEAC] (2). Le Laboratoire de Microbiologie du 
Sol de cet Institut poursuit 4 Yangambi (Stanleyville) des travaux 
entrepris depuis plusieurs années déja. 


1° Rhizobium ET MILIEU TROPICAL, 


‘Les facteurs en cause dans le phénoméne symbiotique sont de 
trois ordres : ils relévent de la plante, de la bactérie et du milieu. 
Les facteurs du milieu interviennent de facon décisive dans I’éta- 
blissement d’une symbiose active, conditionnent en défiritive la 
colonisation des racines, ]’intensité de la fixation, la survivance 
des souches. 

Sont-ils favorables au Rhizobium en régions tropicales ? 


AGIDITE DU SOL ; SES RESERVES EN CALCIUM. — Dans la cuvette 
équatoriale africaine, le sol, du fait de son pH relativement bas 
(il peut atteindre 4 ou 4,5 par exemple), est défavorable au 
phénomeéne. Nous avons observé que la plupart des souches dont 
nous disposons ont un développement freiné en milieu liquide, au 
fur et A mesure que le pH de celui-ci diminue. Si certaines souches 
résistent & des pH assez bas (selon les données de Fred et Daven- 
port [4], ou de Bryan [2]), on observe généralement un ralentis- 
sement sensible du développement. Il a d’ailleurs été démontré, 
pour les Trifolium, que les plantes inoculées par trempage ne 
portent aucun nodule si le pH du sol descend en dessous de 5,5 
(Anderson [8]). 

Il est probable cependant qu’une certaine adaptation des diverses 
races peut se produire dans les conditions naturelles. Quoi qu’il 
en soit, l’acidité du sol semble surtout nuire a la vie saprophytique 
des souches dans le sol, c’est-A-dire A leur conservation et 4 leur 
multiplcation. En effet, et ceci vaut pour tous les autres facteurs 
du milieu, une fois la symbiose installée, le complexe plante- 
bactérie forme un tout homogéne et le Rhizobium, vivant a V’inté- 


(2) L’auteur tient A exprimer ici sa trés vive gratitude a la Direction 


de cet Institut, pour l’aide généreuse et les larges facilités qui lui sont 
accordées. 
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rieur du nodule, est plus ou moins a l’abri des mauvaises condi- 
lions de milieu. 

Quant aux réserves en calcium, la plupart des auteurs sont 
d’accord pour leur attribuer une grande importance (Mac Calla [4] 
et Albrecht [5]). Précisément, les réserves des sols équatoriaux 
sont trés faibles en cet élément. Notons toutefois que Norris [6] 
conteste cette importance du calcium pour les Rhizobium du type 
« cowpea » (Vigna sinensis), auquel appartiendraient Ja plupart 
des souches isolées sur légumineuses tropicales. Norris émet 
Vhypothése que ce type « cowpea » de Rhizobium représente la 
condition ancestrale et est le type méme du genre Rhizobium 
n’exigeant que des quantités négligeables de calcium. Par contre, 
les Rhizobium associés aux légumineuses des pays tempérés 
(comme on les isole de Pisum, Trifolium ou Medicago) sont aty- 
piques, mais trés exigeants notamment en calcium. Nous pouvons 
signaler & ce propos que l’arachide, dont le Rhizobium est, selon 
Norris, du type « cowpea », peut répondre trés nettement a des 
apports de calcium. Dans des terres trés pauvres du Kwango, 
au Congo belge, Rassel [7] rapporte que l’arachide rend a peine 
les graines du semis, si |’on n’applique au préalable 500 kg de 
chaux a hectare (quantité trop faible pour que son action puisse 
étre considérée comme amendement du sol). 


Les RESERVES EN ELEMENTS MAJEURS ET MINEURS. — II est évident 
que l’inoculation ne peut entrainer une fixation importante d’azote 
que si les réserves du sol en éléments biogénes sont suffisantes 
et équilibrées. D’autre part, il a été démontré que certains oligo- 
éléments jouaient un rédle déterminant dans le phénoméne_ bio- 
chimique de la fixation de l’azote. Le molybdéne, notamment, s’est 
révélé d’une nécessité absolue (Virtanen [8], Anderson [8] et 
Reisenauer [9]). 


DESSICCATION ET DELAVEMENT DU soL. — La dessiccation, trés 
rapide méme en saison des pluies, peut étre nuisible au Rhizo- 
bium du sol, qu’il soit autochtone ou qu’il ait été introduit arti- 
ficiellement. Cette dessiccation, surtout si elle s’accompagne d’une 
température trés élevée (nous avons observé des températures de 
Vordre de 45 a 50° C dans la couche superficielle de sols exposés 
sans protection au soleil), rend le milieu défavorable au Rhizo- 
bium, pour lequel 50° peuvent constituer une température Iétale. 
Enfin, le délavement par les pluies violentes est un facteur 4 ne 
pas négliger, capable d’entrainer les bactéries de la rhizosphére 
ou celles ajoutées par trempage des graines lors d’une inoculation. 
Ce facteur est d’autant plus sensible que les semis s’effectuent 
généralement au début de la saison des pluies; il exerce son 
influence défavorable surtout dans les sols peu argileux. 
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CLIMAT PROPREMENT bit. — La température et l’humidité sont 
généralement trés favorables a ]’établissement de la symbiose. 
Par contre, un troisiéme facteur, la luminosité, parait, 4 premiére 
vue, défavorable dans les régions du globe ot la longueur des 
jours peut étre limitée a douze heures. Il ressort en effet de 
divers travaux (Sironval, Bonnier et Verlinden [40]) que, pour une 
souche « effective » donnée de Rhizobium, la quantité d’azote fixée 
est directement proportionnelle a la longueur des jours. En 
d’autres termes, la formation de la leghémoglobine dans les 
nodules est directement liée a l’activité chlorophyllienne. 

Ce résumé trés succinct de l’influence des principaux facteurs 
du milieu suffit A montrer que la situation est, sous les tropiques, 
généralement moins favorable qu’en régions a climat tempéré. 


2° OBSERVATIONS in Situ. 


Nous allons résumer ici les observations que nous avons effec- 
tuées in situ, sur légumineuses cultivées ainsi que sur des espéces 
en conditions naturelles. Ces observations sont limitées a la région 
de Stanleyville, dans la zone équatoriale africaine. Nous rappor- 
terons également des faits observés par d’autres auteurs, en Aus- 
tralie et en Malaisie notamment. 


OBSERVATIONS SUR LEGUMINEUSES CULTIVEES. — Des examens 
répétés ont été poursuivis dans des parcelles : 

a) De plantes de couverture et de sidération : Pueraria javanica, 
Stylosanthes gracilis, Mimosa invisa, Desmodium adscendens, 
D. intortum, Canavalia ensiformis, etc. ; 


b) De plantes cultivées pour la graine : Soja hispida, Arachis 
hypogaea, Phaseolus angularis, ete. ; 


c) De plantes fourragéres, etc. 


Si lon doit donner une priorité a l’amélioration de certaines 
de ces espéces, il semble que l’on doive, en premier lieu, s’inté- 
resser 4 la symbiose chez les légumineuses de couverture et de 
sidération. L’importance de ces plantes est toute spéciale en agri- 
culture tropicale. 

Comment apparait la nodulation naturelle dans ces parcelles 
cultivées ? 

On peut dire que, en général, les relations Rhizobium-légumi- 
neuses sont loin d’atteindre un équilibre optimum ; dans de nom- 
breux cas, la symbiose profite peu a ’héte. La légumineuse que 
l'on installe ne pourra disposer, naturellement, que des souches 
autochtones résultant d’activités symbiotiques diverses, antérieures 
au semis. En principe, ces souches ne sont pas appropriées ; 
seules, les légumineuses peu exigeantes du point de vue spéci- 
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ficité, c’est-a-dire réceptives a des Rhizobium fort divers, peuvent 
se développer en excellent état symbiotique si les graines n’ont pas 
été inoculées avant le semis. La nodulation « spontanée », géné- 
ralement peu efficace, explique d’ailleurs certaines situations ; 
ainsi Norris [6] s’éléve contre la conception classique selon 
laquelle les 1égumineuses, considérées en général, sont des plantes 
améliorantes, riches en azote. Il cite des exemples de légumi- 
neuses dont la teneur en azote est plus faible que celle de certaines 
graminées (il a analysé des Mimosa pudica dont la teneur en azote 
n’est que de 0,98 p. 100). On pourrait sans doute rétorquer ici 
que tout dépend précisément de la situation de ces légumineuses ; 
ainsi du soja a été analysé 4 Yangambi, donnant 1,23 p. 100 d’azote 
sil n’est pas inoculé, contre 3,29 p. 100 sur la méme variété dans 
la méme situation, mais inoculée avec une souche « effective ». 
Pour pouvoir juger de la valeur des chiffres donnés par Norris, 
il faudrait connaitre la situation symbiotique des Mimosa dont il 
s’agit. 

Il faut noter ici certaines observations particuliéres : 

a) Sur des surfaces lmitées, riches en matiére organique en 
décomposition, la nodulation est souvent abondante et « effec- 


tive ». Une relation analogue a été établie la ot le sol est couvert 
de charbon de bois (Culot [44], Anderson et Spencer (42)). 


b) Certaines espéces, comme Mimosa invisa, ou Crotalaria 
longithyrsa var. latifolia (non cultivée mais trés rustique aux 
endrojts ol nous avons séjourné), examinées dans des situations 
fort diverses, se sont montrées, le plus souvent, en excellent état 
au point de vue symbiotique, avec des nodules abondants et 
« effectifs ». Peut-étre s’agit-il d’espéces particulierement récep- 
tives 4 des Rhizobium quelconques ? Masefield [43], travaillant 
dans d’autres régions du globe, en Malaisie notamment, a observé 
lui aussi des légumineuses particuliérement fixatrices, exception- 
nelles méme. I] a dénombré sur Psophocarpus tetragonolobus 
440 nodules (21 g) sur un seul individu ; ce chiffre constitue un 
record 4 notre connaissance. 


c) Sur plusieurs espéces, Desmodium adscendens, Mumosa 
invisa, Pueraria javanica, Phaseolus angularis et Canavalia ensi- 
formis, nous avons observé des excroissances radiculaires, cons- 
tituées de « gonflements » de la racine tout a fait typiques et cela 
a coté de nodosités normales. En régions tempérées, nous ne les 
avons observées qu’en conditions artificielles. A partir de ces 
excroissances, nous avons pu isoler des souches bactériennes 
indifférenciables des Rhizobium. Nous formulons lhypothése qu’il 
s’agit 1a de formes intermédiaires de nodosités, témoins d’un pro- 
cessus d’adaptation de souches quelconques de Rhizobium & une 
légumineuse donnée. Nous avons vérifié qu’il ne pouvait s’agir 
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ni de galles a anguillules, par ailleurs trés fréquentes, ni non plus 
de faux nodules tels ceux décrits par Allen et Allen [14] sur 
arachide. 


d) Ces faux nodules ont été observés également sur le systeme 
radiculaire de certaines plantes d’arachide, au cours de nos 
examens. Lors d’un examen superficiel, ils peuvent étre confondus 
avec les nodules vrais. Comment les distinguer ? Alors que les 
nodosités vraies, nettement séparées des racines sur lesquelles 
elles se forment, s’en détachent aisément, les faux nodules, par 
contre, font le plus souvent partie intégrante de la racine, au 
point qu’il est impossible de les séparer sans blessure. Ces der- 
niers ont une forme plus irréguliére, moins nettement arrondie. 
Souvent plusieurs d’entre eux s intégrent jusqu’a former une 
masse plus ou moins informe. Tous sont uniformément blancs 
a lintérieur et ne contiennent aucune trace de leghémoglobine. 
Dans aucun cas, nous n’avons pu en isoler des bactéries. O. N. et 
Ethel Allen attribuent la formation de ces faux nodules a des 
substances auxiniques produites par des microorganismes de la 
rhizosphére. Is ajoutent que ces faux nodules sont sans effet sur 
la croissance de la plante. Tel n’est pas notre avis, a la suite des 
observations faites 4 Yangambi. Les plants d’arachide qui en sont 
porteurs présentent généralement un aspect moins vigoureux ; ce 
fait s’explique facilement si l’on considére que ces proliférations, 
extrémement abondantes sur la racine, n'ont aucune capacité du 
point de vue fixation de l’azote et qu’elles se forment au détriment 
de la substance du végétal, sans aucun profit pour celui-ci. Per- 
sonnellement, nous n’avons pu observer la présence simultanée 
sur des racines, de vrais et de faux nodules, malgré de nombreuses 
recherches. Y a-t-il incompatibilité entre les uns et les autres ? 
N’existe-t-il aucune relation entre les deux phénoménes ? Ces faux 
nodules ne sont-ils pas dus au retour de l’arachide sur elle-méme 
dans le méme champ ? 


OBSERVATIONS EN MILIEU NATUREL. — Tous les examens effectués 
dans la région de Yangambi conduisent A la méme conclusion : 
pas ou peu de nodosités actives dans la forét équatoriale, ot les 
légumineuses sont cependant trés largement représentées. 

Selon Allen et Baldwin [45], sur les 10000 A 12000 espéces 
que compte la famille des légumineuses, 1 200 seulement ont été 
examinées quant a la présence ou & l’absence de nodules. Alors 
que 90 p. 100 environ des Papilionaceae et Mimosaceae étudiées 
étaient colonisées, 30 p. 100 seulement des Caesalpinaceae por- 
taient des nodules. Les autres espéces n’en portaient pas, appa- 
remment, ajouterons-nous. Il est trés difficile, en effet, d’accepter 
telles quelles ces statistiques. C’est ainsi que dans la forét 4 Gilber- 
tiodendron dewevrei, nous n’avons décelé sur cette espéce aucune 
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trace de symbiose bactérienne. Par contre, des nodosités actives 
ont été signalées sur Gilbertiodendron croissant sur des sols parti- 
culiérement aérés (Evrard [46]). Les conditions de milieu inter- 
viennent de facon tellement décisive que toute affirmation relative 
a l’absence de nodosité sur une espéce déterminée ne doit étre 
formulée qu’avec prudence. Récemment, Norris [6] a émis l’hypo- 
thése qu’en régions tropicales la nodulation en milieu naturel 
serait un phénoméne cyclique. Selon cet auteur, dans les régions 
tropicales australiennes, les nodules apparaitraient surtout en 
saison humide, « au moment, ajoute-t-il, ol normalement personne 
ne fait d’examens de racines de légumineuses », Par contre, en 
saison séche, «quand les prospections sont possibles », les 
nodules seraient trés peu nombreux. Cette hypothése ne peut 
s’accorder avec les observations faites sur l’équateur, 4 Yangambi, 
ot. nous avons prospecté d’ailleurs au moment des fortes pluies. 
3° LA SYMBIOSE CONSIDEREE DU POINT DE VUE ECOLOGIE GENERALE. 

Plutét que de s’attarder au détail des observations tant en 
milieu naturel que cultivé, il vaut mieux tacher d’interpréter ces 
observations, en se placant au point de vue écologie générale. Par 
la, le rdle de la symbiose peut se comprendre plus aisément et 
intervention humaine, en pratique agronomique, peut étre rendue 
plus efficace. 

Si on envisage le cycle général de l’azote, considéré dans son 
ensemble, il semble que l’on puisse définir la symbiose Rhizobium- 
légumineuses, comme une adaptation a un déséquilibre dans le 
bilan de Vazote. 

Ainsi, dans le milieu naturel équilibré que constitue la forét 
équatoriale, le cycle de |’azote apparait fermé sur lui-méme. I 
n’y a pas d’exportation et les végétaux qui retournent au sol sont 
la proie de microorganismes qui font rentrer dans le cycle l’azote 
de leur substance. On concoit que, dans une portion suffisamment 
grande de la forét, la quantité d’azote de la biosphére soit prati- 
quement constante. Or, c’est précisément le rapport C/N dans la 
légumineuse qui commande la fixation symbiotique. En conclu- 
sion de nouveaux essais concernant les effets des apports de 
glucides et d’azote sur la nodulation des légumineuses, Van 
Schreven [47] écrit qu’il est hautement probable que la nodulation 
n’est pas seulement influencée par le rapport C/N dans la plante, 
« intérieurement », mais aussi « extérieurement » par les glucides 
et les composés azotés présents dans le milieu. Whyte, Nilsson- 
Leissner et Trumble [48] remarquent de leur cdté : « Lorsque le 
processus de la photosynthése s’opére 4 un rythme lent et régu- 
lier, apport de glucides a la nodosité est assuré et, si la sym- 
biose est efficace, la fixation d’azote s’effectue & un rythme de 
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nature & maintenir |’équilibre carbone-azote. Si la photosynthése 
s'accélére, il y a accroissement de l’apport des glucides et, par 
voie de conséquence, de la demande d’azote ; si la plante dispose 
librement de sources externes d’azote, le rapport C/N se rétrécit 
et le taux de fixation fléchit, parfois méme au point de tomber 
a zéro, Lorsqu’on applique a une légumineuse un engrais conte- 
nant de l’azote combiné ou, ajouterons-nous, si les réserves du 
sol en cet élément sont suffisantes, l’absorption de cet azote par 
la plante peut entrainer ]’établissement d’un rapport C/N si étroit 
que la fixation s’en trouve déprimée ; si l’absorption se prolonge 
pendant un certain temps, les nodosités commencent a dégénérer ». 

C’est ainsi que nous expliquons la rareté relative d’une sym- 
biose «effective » en forét équatoriale. L’inverse provoquerait 
ailleurs une accumulation illimitée d’azote, capté a l’atmo- 
sphére. Les observations effectuées confirment bien ce point de 
vue. Signalons que, a part de rares exceptions néghgeables du 
point de vue quantitatif, comme celle de Dewevrea bilabiata, les 
seuls nodules trouvés en milieu forestier l’ont été précisément 
a des endroits ot le sol peut s’appauvrir en azote, soit par érosion 
ou délavement (chemins, surfaces dénudées localement), soit par 
drainage (bordures de cours d’eau), soit par activité biologique 
intense (sol remué artificiellement). Cette circulation de lVazote 
en cycle fermé explique d’ailleurs Yabondance toute particuliére, 
en forét équatoriale, des associations mycorhizales. Cette intense 
activité des mycorhizes est due au fait que certains éléments (N et 
P notamment) s’y trouvent sous une forme difficilement utilisable 
sans l’entremise de ces mycorhizes. Parmi ces formes inassimi- 
lables, Pochon et de Barjac [419] citent les ligno-protéines qui sont, 
précisément, relativement abondantes dans les sols forestiers 
équatoriaux. 

Bien entendu, les considrations émises ci-dessus devraient ¢étre 
étayées par des données nombreuses, précises et variées sur le 
cycle de l’azote en forét équatoriale. Jusqu’a présent, nous ne dis- 
posons que de données fragmentaires A ce sujet : analyses d’eau 
de pluie, d’eau de riviére, rapport C/N dans certains sols fores- 
WerSseelcs 

Dans d’autres milieux naturels, comme les savanes par exemple, 


trés peu de recherches ont été effectuées A notre connaissance. Au 
Congo belge, Evrard [46] a observé des nodules sur Vigna desmo- 
dioides, sur sol trés spongieux. Il est important de souligner que 
ces observations ont été faites aprés le passage du feu, c’est-a-dire 
dans un milieu profondément déséquilibré. Le méme auteur a noté 
des nodules dans des paturages A éléphants ot deux conditions, 
favorables selon nous A la nodulation active, sont réalisées : 
exportations d’azote et abondance relative de matiéres organiques. 


Bref, jusqu’é présent, aucune recherche effectuée en Afrique 
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centrale ne vient infirmer ce que nous croyons pouvoir élablir : 
dans les milieux naturels équilibrés, les légumineuses ne jouent 
leur réle de fixateurs d’azote qu’en cas de déséquilibre en cet 
élément (érosion, drainage, feu, etc.). Il semble bien que, une 
fois l’équilibre atteint, les légumineuses se comportent comme les 
autres végétaux. 

Par contre, dans un systéme cullural quelconque, toujours 
déséquilibré par définitition, le bilan de l’azote est constamment 
en déficit par suite des exportations qui peuvent étre trés impor- 
tantes. 


Au fur et & mesure que l’on s’éloigne de la période de défri- 
chement, les cultures successives ont tot fait d’épuiser les réserves 
azotées, directement (exportations) et indirectement (érosion, déla- 
vement). C’est ici qu’apparait dans toute son importance la fonc- 
tion essentielle des légumineuses. Si on laisse cette fonction s’éta- 
blr spontanément, elle ne deviendra « effective » qu’aprés une 
période trés longue et l’observateur non averti, en raison m4me 
de la lenteur des processus naturels, peut se méprendre sur son 
importance. D’ailleurs l'utilisation intensive des légumineuses, si 
souvent mise en évidence pour amélorer l’agriculture d’une 
région, si elle néglige l'emploi de souches actives de Rhizobium, 
améne toujours, on ne saurait trop le souligner, des résultats dia- 
métralement opposés. En effet, & cause de leur grande richesse 
en azote, les légumineuses généralement utilisées, si elles ne sont 
pas en bon état symbiotique, épuisent le sol plus rapidement que 
des graminées (3). En régions tempérées également, certains faits 
viennent mettre en évidence la signification écologique des légu- 
mineuses. L’utilisation intensive d’azote minéral sur des prairies 
ott des graminées sont associées 4 des légumineuses fait rétro- 
erader trés fortement ces derniéres au point de provoquer leur 
disparition. 


Naturellement, une fixation intense par les légumineuses, spon- 
tances ou cultivées, ne peut s’établir du jour au lendemain. Une 
lente adaptation des Rhizobium du sol doit nécessairement s’effec- 
tuer, passant par tous les stades intermédiaires depuis I’ « ineffec- 
tivité » jusqu’a l’efficacité trés grande. Cette lente adaptation 
correspond bien a la réalité. Elle est démontrée par les observa- 
tions empiriques des cultivateurs, qui effectuent des semis suc- 
cessifs de la méme espéce sur le méme sol pour obtenir aprés 
un certain délai une récolte appréciable, ou encore qui réservent 
toujours a la méme espéce de légumineuse des terres déterminées, 


(3) Il faut néanmoins faire ici ume réserve: les légumineuses en 
mauvais état symbiotique paraissent plus pauvres en azote que les 
mémes espéces bien nodulées. 
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ou enfin qui prélévent de la terre dans de vieilles parcelles de légu- 
mineuses pour la transporter dans de nouveaux champs 4 emblaver. 
Nous avons effectué des essais qui confirment expérimentalement 
ce phénoméne [20, 24]. On comprend par 1a combien l’action de 
homme peut ici étre feconde. En effet, par la sélection de souches 
de Rhizobium tres actives au point de vue fixation et adaptées 
a chaque cas, nous pouvons éviter tous les slades intermédiaires 
et faire en sorte que, dés la premiére installation d’une légumi- 
neuse quelconque sur un sol donné, la fixation de l’azote soit 
oplima. 

En conclusion, on peut affirmer que, par l'utilisation ration- 
nelle des légumineuses, Ja pauvreté en azote des sols cultivés en 
régions tropicales peut étre réduite dans de grandes proportions, 
sans utilisation d’engrais ; on sait d’ailleurs combien ces derniers 
ont un rendement irrégulier sous les tropiques. C’est la un point 
capital. De plus, les techniques de travail & mettre en ceuvre 
découlent tout naturellement des considérations écologiques qui 
précédent. Ainsi la recherche de souches actives devra s’effectuer 
en des endroits trés appauvris en azote, sur des parcelles cultivées 
depuis trés longtemps par exemple. De méme les _ parcelles 
destinées a l’expérimentation pratique des souches doivent étre 
choisies également en fonction de considérations du méme ordre. 
Un défrichement récent ne peut en principe convenir, si ses 
réserves en azote sont encore relativement importantes. 

Bref, nous pensons que le succés des travaux a entreprendre 
en régions tropicales est conditionné par une méthode essentiel- 
lement basée sur les réalités écologiques qu’il ne faut jamais 
perdre de vue. 


4° ISOLEMENT DE SOUCHES. 


Nous ne deétaillerons pas ici les techniques bien connues rela- 
tives a l’isolement de souches de Rhizobium A partir de nodosités 
radiculaires. Nous consacrerons plutot ce paragraphe a des 
observations nouvelles qui ont été faites & occasion des travaux 
entrepris au Congo belge. 

I] convient d’insister, croyons-nous, sur le fait que, lors d’opé- 
rations d’isolement de souches par la méthode des stries nous 
avons obtenu en boites de Petri, exclusivement a partir de tissus 
internes de nodules de Mucuna, de Pueraria, de Desmodium, etc., 
deux types de colonies. 

Le premier type est constitué de traits assez larges, de déve- 
loppement rapide (quarante-huit heures environ) et trés abondant, 
de couleur généralement blanc grisatre. A l’examen microsco- 
pique, les bactéries issues de ces colonies, comme la plupart des 
Rhizobiaceae d’ailleurs, se présentent en petits batonnets, prati- 
quement sans formes anormales. 
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Les colonies du second type apparaissent nettement plus tard 
(huit a dix jours environ). Généralement trés petites, punctiformes, 
elles peuvent confluer en un trait ordinairement trés peu marqué. 
Leur teinte est souvent d’un blanc trés net, avec parfois une légére 
fluorescence. Certaines ne sont décelables que par un dépoli local 
du milieu et ne forment de trés petites colonies qu’aprés douze 
a quinze jours. ‘Les «repiquages » au départ de ces derniéres 
croissent, eux aussi, trés lentement, mais l’abondance et la rapi- 
dité du développement semblent s’améliorer avec le nombre et 
la fréquence des transferts effectués sur le méme milieu. Le déve- 
loppement en milieu artificiel est trés nettement favorisé par la 
présence d’arabinose aux lieu et place de la mannite. Au micro- 
scope, on voit des formes anormales beaucoup plus nombreuses 
(en X, en Y, en T), caractéristiques des bactéroides du nodule. 

Il semble que, jusqu’a présent, seules les colonies du premier 
type aient été considérées, notamment pour la sélection de 
souches actives. Les Rhizobium ainsi obtenus répondaient tou- 
jours de facon trés variable aux techniques de sélection, méme si 
les souches étaient isolées de nodules apparemment trés. actifs. 

Or, nous avons remarqué, lors des différents essais effectués 
a Yangambi en 1957, que, pour autant que l’isolement soit effectué 
a partir de nodules de valeur, les souches du second type se mon- 
traient intéressantes dans tous les cas étudiés. Toutes ont réagi 
positivement, alors que, habituellement, celles obtenues a partir 
des colonies du premier type réagissent trés différemment et 
donnent lieu 4 un déchet parfois abondant. 

On voit tout de suite l’intérét présenté par cette observation, 
susceptible de permettre une trés grande simplification du travail, 
la surtout ot |’on désire obtenir trés rapidement des résultats. 
Ainsi, la sélection de souches exceptionnelles, suivant les tech- 
niques classiques utilisées jusqu’da présent, pourrait étre aban- 
donnée, sans grands inconvénients. 

Si nous pouvons affirmer que les nodules de diverses légumi- 
neuses cultivées en Afrique centrale contiennent deux types bien 
distincts de bactéries, nous ne pouvons formuler que des hypo- 
théses sur les raisons profondes de cet état de choses. ‘Les deux 
types de colonies représenteraient, pensons-nous, des Rhizobium 
d’activités différentes. Il convient a ce propos de signaler que 
Thornton [22] distingue quatre zones dans un nodule « effectif ». 
La partie la plus éloignée de la racine est constituée d’un méri- 
steéme apical, sans bactéries, sous lequel se trouve le tissu récem- 
ment infecté. Viennent ensuite le tissu bactérien organisé et actif, 
bourré de formes bactéroides, et enfin le tissu en voie de décom- 
position. Ne convient-il pas de penser que les deux types de bac- 
téries observés in vilro proviennent précisément de deux zones 
distinctes du nodule ? Les batonnets a développement rapide pro- 
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viendraient du tissu nodulaire infecté récemment et non actif, 
tandis que les formes en X, Y ou T seraient issues de la portion 
active du nodule, occupée par les formes bactéroides, En tout cas, 
il s’avére indiscutable que pour avoir toutes les chances d’obtenir 
rapidement une souche de haute « effectivité », il faut attendre 
que, dans les boites de Petri, se développent des trainées de crois- 
sance trés lente et trés peu abondante, constituées de formes parti- 
culiérement intéressantes a sélectionner. 


5° CULTURES ASEPTIOQUES DE LEGUMINEUSES A GROSSES GRAINES. 


La culture aseptique des légumineuses constitue une technique, 
le plus souvent indispensable, pour la sélection de souches de 
Rhizobium spécifiques, douées de capacités fixatrices d’azote trés 
élevées. Dans la suite logique des travaux de sélection, des 
cultures aseptiques sont réalisées 1mmédiatement aprés liso- 
lement des souches dans la nature, avant les essais en vases de 
végétation et l’expérimentation finale dans les conditions de la 
pratique agricole. Cette technique est aisément réalisable avec les 
légumineuses a petites graines, tels par exemple Medicago sativa, 
ou les divers Trifolium. Quel que soit le but poursuivi (inocula- 
tions croisées, étude de la spécificité, sélection de souches pour 
Vagriculture), la technique de la culture aseptique en tubes de 
verre donne entiére satisfaction s’il s’agit de légumineuses a pelites 
graines, Par contre, méme si on utilise des tubes de verre de 
grandes dimensions (600 x 80 mm, 600 x 40 ou 600 x 50), il 
est extrémement difficile d’obtenir la formation de nodules sur 
des espéces des genres Pisum, Phaseolus, Soja, Arachis par 
exemple. Or, toutes les légumineuses d’intérét économique dans 
les régions tropicales sont & grosses graines ou 4 graines 
moyennes. Si des méthodes particuli¢res ont été mises au point 
pour ces espéces (cultures en vases de végétation spéciaux, sys- 
temes ot la partie radiculaire seule est maintenue en condition 
aseptique), leur complexité rend impossible la multiplication des 
essais sur une grande échelle. 


METHODE PROPOSKE. — On sait qu’il existe une nette incompa- 
tibilité entre la formation de nodosités actives et la présence, dans 
le milieu, d’azote combiné au-dela d’un seuil peu élevé. Le rap- 
port C/N, nous y avons insisté précédemment, commande la fixa- 
tion symbiotique. Précisément, lorsqu’une légumineuse a grosses 
graines est cultivée dans un tube de verre, la photosynthése 
s’opére a un rythme plus lent d’une part, tandis que les réserves 
azotées, emmagasinées dans les cotylédons d’autre part, sont trés 
importantes eu égard au développement limité que Ja plante peut 
prendre. Avec un rapport C/N particuliérement étroit, il est normal 
que la nodulation soit inhibée. 
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Pour modifier ce rapport dans un sens favorable, c’est-a-dire 
l’élargir le plus possible, nous avons pensé avec Brouwers [23] 
a agir soit sur C par apport de glucides au milieu minéral sur 
lequel la légumineuse est cultivée, soit sur N en mutilant profon- 
dément les cotylédons. 


La mutilation des cotylédons de Soja, d’Arachis et de Phaseolus 
a été expérimentée avec succes. Des nodules actifs ont été obtenus, 
exactement de la méme maniére que nous les obtenons habituel- 
lement avec les légumineuses a petites graines. I] convient de 
faire remarquer que les plantes cultivées en tubes et issues de 
graines mutilées sont d’un format nettement diminué : tiges plus 
gréles, feuilles plus petiles (réduites au 1/3) que celles des plantes 
issues de graines enti¢éres. Le développement des plantules se 
poursuit plus normalement puisque les plantes de soja issues de 
graines mutilées fleurissent en tubes de verre et donnent des 
gousses et des graines ; nous n’avons jamais observé ces phéno- 
ménes avec des plantes provenant de graines entiéres, cultivées 
dans les mémes conditions. Un inconvénient doit étre signalé : 
la croissance est ralentie, au début surtout, particuliérement pour 
larachide. ‘La méthode pourrait peut-étre étre améliorée par 
apport de glucides, qui pourraient précisément activer Ja pre- 
miére croissance. 


6° TECHNIQUES D’ INOCULATION. 


En régions tempérées, les semences de légumineuses sont ino- 
culées avant le semis par trempage dans une culture liquide de 
la souche de Rhizobium appropriée. On utilise généralement, pour 
cette préparation, une culture liquide, éventuellement diluée, a 
raison de 10 p. 100 du poids des semences s’il s’agit d’une légu- 
mineuse a petites graines. Les semences sont intimement mélan- 
gées avec la suspension inoculante, de fagon que toutes les graines 
soient mouillées. Les semences sont ensuite séchées une heure 
ou deux, jusqu’éa ce que le semis soit possible. Cette technique 
a donné d’excellents résultats dans la pratique agricole en régions 
tempérées. Nous pensons qu’elle est inutilisable, telle quelle, en 
conditions tropicales. Les premiers expérimentateurs ont d’ail- 
leurs utilisée sous les tropiques et ont enregistré de tres nombreux 
échecs. 

Si nous nous reportons aux facteurs écologiques défavorables 
que nous avons énumérés au début de cette étude, il n’y a 1a rien 
d’étonnant. En effet, durant la période critique qui s’étend du 
semis a l’établissement de la symbiose (cette période peut atteindre 
cing 4 six semaines), la bactérie doit étre protégée vis-a-vis de 
action souvent défavorable du sol et du climat. Un pH de 4 
ou 4,5 par exemple peut nuire a certaines souches pendant les 
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semaines qui précédent la formation du nodule actif ou la bactérie 
est a labri. De méme les bactéries inoculées se trouvant a la 
surface externe des graines, sans protection aucune, peuvent étre 
soumises 4 un délavement intense par les pluies, phénoméne autre- 
ment important qu’en régions tempérées, d’autant plus que le 
début de la saison des pluies coincide précisément avec la période 
des semis par excellence. D’autre part, méme en saison des pluies, 
la terre peut se dessécher trés fortement, au point de constituer 
également un milieu nuisible aux bactéries retenues a la surface 
des graines. Des températures de 45 a 50°C, létales pour le 
Rhizobium, ont été notées dans la couche superficielle du sol 
exposé au soleil. Enfin, la protection des bactéries constitue une 
impérieuse nécessité pour un autre motif encore: la pratique 
généralisée de la désinfection de certaines graines, d’arachide par 
exemple. L’utilisation de divers produits, a base de mercure 
notamment, constitue une pratique culturale qui a fait ses preuves 
et que l’on ne peut songer 4 abandonner. I] faut concilier le mode 
d’inoculation des graines avec cette pratique de la désinfection. 

Ces quelques points, cités parmi les plus significatifs, expliquent 
que la technique classique d’inoculation par trempage des graines 
dans une suspension bactérienne peut souvent échouer dans les 
conditions tropicales. Bref, si lon veut réussir l’inoculation, il 
s’agit, 4 notre avis, de protéger la bactérie ajoulée aux graines 
jusqu’au moment ot la symbiose peut s’installer. A partir de cet 
instant, le complexe plante-bactérie forme un tout et la bactérie 
est & l’'abri des mauvaises conditions de milieu. 

Pour assurer la protection du Rhizobium, nous avons eu recours 
au procédé suivant: plutdt que de tremper les semences dans 
une culture liquide, nous avons imaginé de placer dans le sol, 
a cété de la graine, au moment du semis, un substrat contenant 
la bactérie et assurant la protection de celle-ci vis-A-vis des agents 
défavorables : pH, température, dessiccation, délavement, produits 
désinfectants enrobant éventuellement la graine. Comme substances 
protectrices, nous avons expérimenté la tourbe, la sciure de bois 
décomposée, les balles de riz, plus récemment la vermiculite et 
la perlite expansée. A partir de tourbe ou de balles de riz, il est 
possible de constituer un milieu de culture solide convenant parti- 
culiérement bien 4 la multiplication du Rhizobium, pour autant 
que ces substrats aient été convenablement humidifiés et complétés 
par des apports destinés a les enrichir. Aprés deux ou trois 
semaines d’incubation, ces substrats ensemencés de Rhizobium 
peuvent contenir plusieurs milliards de germes vivants au gramme. 
Pour leur utilisation pratique, il suffit, au moment du semis de 
la légumineuse, de placer dans les poquets, A cdté des graines, 
une pincée de cette tourbe ou de ces balles, riches en Rhizobium. 

La sciure de bois décomposée, malgré ses propriétés physiques 
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favorables, ne convient pas pour la préparation d’un inoculum 
sous forme solide. 

Dans le cas de semis mécaniques, indispensables sur les grandes 
surfaces cultivées, ni la tourbe ni les balles de riz ne conviennent, 
parce que leurs éléments restent agglomérés par le liquide nutritif 
nécessaire et obstruent le systeme de distribution des semoirs. 
Nous les avons remplacés par des inoculums a base de vermicu- 
lite, produit qui posséde une capacité exceptionnelle de rétention 
des liquides et qui constitue un milieu parfaitement aéré. Les 
grains de vermiculite ne s’agglomérent pas et peuvent couler d’un 
semoir comme la graine. 

Ces méthodes d’inoculation solide exigent une plus grande quan- 
tité de produit a l’hectare. Alors qu’en régions tempérées, la 
suspension se fait A partir de 300 a 400 g d’un substrat riche, 
Pinoculation solide que nous jugeons nécessaire en régions inter- 
tropicales exigera dix fois plus d’inoculum, soit 3 a 4 kg. A notre 
avis, c’est une condition sine qua non du succes. La méthode 
classique du trempage ne pourrait réussir que si, pendant une 
période déterminée, les conditions écologiques (climatiques notam- 
ment) n’étaient pas trop sévéres ; comme cette éventualité ne se 
présente qu’exceptionnellement, nous croyons que linoculation 
sous forme solide s’impose. I] convient néanmoins de mentionner 
a ce propos un travail qui a trait a l’inoculation de graines de 
tréfle dans certains sols acides d’Australie. Aprés avoir constaté 
linefficacité de la méthode habituelle d’inoculation sur des sols 
de pH inférieur 4 5,5, Anderson, Loneragan, Meyer et Faucett [24] 
ont imaginé de mélanger aux graines inoculées du carbonate de 
calcium, a raison de 5 livres pour 10 livres de semences. Ils sont 
ainsi parvenus a assurer la survie du Rhizobium dans ces sols 
acides. Dans les conditions locales, ce traitement est apparu suffi- 
sant et permet donc d’assurer une bonne nodulation. Ces essais 
semblent indiquer que dans le cas particulier du tréfle, la chaux est 
surtout requise pour combattre l’acidité au voisinage des racines 
de la plante. Ces auteurs ont constaté de la méme fagon que le 
superphosphate d’ammonium contenant 6 p. 100 de NH, constituait 
un excellent anti-acide pour favoriser l’installation de la nodula- 
tion. Les sols d’Afrique ot nous avons expérimenté présentent 
habituellement des conditions d’acidité autrement sévéres que celles 
rencontrées dans les sols australiens en cause. En attendant des 
expériences dans les sols africains, nous pensons qu’il faut s’en 
tenir a la méthode proposée d’inoculation sous forme solide. 


Remaroues. — 1° Nous avons estimé a 3-4 kg par hectare la 
quantité de substrat nécessaire pour lV inoculation sous forme 
solide. Si ces quantités n’offrent aucun inconvénient lorsqu’elles 
sont utilisées a l’endroit méme de leur préparation (dans un pays 
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de faible superficie par exemple), il n’en va pas de méme dans 
les régions vastes et & population généralement peu dense des 
tropiques. Dans ce cas, l’idéal serait de préparer dans un labo- 
ratoire central des bactéries lyophilisées ; quelques grammes suf- 
firaient pour un hectare et ces faibles doses pourraient trés facile- 
ment étre expédiées a longue distance. Au moment du semis, 
utilisateur devrait suspendre ces bactéries lyophilisées dans une 
quantité déterminée d’eau qui serait ensuite absorbée sur un 
substrat solide. Mais, dans les essais poursuivis jusqu’ici, nous 
n’avons pas encore réussi A obtenir un pourcentage élevé de 
survie en lyophilisant des souches diverses de Rhizobium. Dans 
le meilleur cas, nous avons obtenu un maximum de 25 p. 100 
de survie, en utilisant du sérum bovin stérile comme substance 
protectrice. Il semble qu’un minimum de 50 p. 100 devrait étre 
garanti pour que l’opération offre suffisamment d’intérét. 


2° L’inoculation de certaines ]égumineuses, qui sur le terrain 
se propagent par stolons, pose des problémes particuliers. Ainsi, 
un plant de Pueraria javanica issu de graine inoculée peut avoir 
son systéme radiculaire principal normalement colonisé par les 
bactéries. De ce pied principal, partent de nombreuses ramifi- 
cations qui s’enracinent, souvent a d’assez grandes distances. 
Comment ces nouvelles racines pourraient-elles étre envahies par 
le Rhizobium utilisé pour l’inoculation? La migration de ces 
bactéries dans le sol est trés limitée et le traitement de la superficie 


entiére du champ n’est pas réalisable du point de vue économique. 
Le probléme reste posé. 


3° La réinoculation est-elle nécessaire dans des sols ayant porté 
précédemment une légumineuse inoculée ? 


Dans les conditions écologiques défavorables généralement ren- 
contrées sous les tropiques, nous ne pouvons affirmer qu’une 
souche précédemment inoculée puisse se maintenir plusieurs 
années en quantité et en qualité suffisantes. En régions tempérées, 
cette survivance des souches est réservée A certains sols de haute 
qualité. Sans doute existe-t-il des groupes de légumineuses dont 
les espéces se laissent coloniser « effectivement » par une seule 
et méme souche ; mais, encore que ces groupes ne soient pas 
toujours exactement définis, il n’entre pas dans les possibilités 
d’un utilisateur ordinaire de pouvoir préjuger, en connaissance 
de cause, des exigences particuli¢res de telles ou telles espéces. 


In se basant sur ces données, on peut affirmer que la réinocu- 
lation semble devoir s’imposer dans tous les cas, méme lors- 
> L i r 2 r “ A 
quune légumineuse déterminée revient sur un méme sol aprés 


une interruption plus ou moins longue, dans une rotation par 
exemple. 
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7° RESULTATS PRATIQUES. 


Nous allons rendre compte ici de quelques-uns des premiers 
résultats obtenus au Congo belge en 1956 et 1957, dans la région 
équatoriale, I] s’agit des premiéres parcelles de diverses légu- 
mineuses d’intérét économique. ‘L’inoculation s’est effectuée au 
moyen de souches choisies sur place, sauf dans le cas du soja 
pour lequel nous avons utilisé une souche précédemment sélec- 
lionnée en Belgique. Pour linoculation, nous avons, dans tous 
les cas décrits ci-dessous, utilisé la méthode du substrat solide 
telle que nous l’avons proposée. Les résultats ont été extréme- 
ment nets et, le plus souvent, spectaculaires. 


Sur «Soja uispiwa ». — Les résultats ont été positifs dans 
trois champs sur trois. 

Une vingtaine de jours aprés le semis, les plantes inoculées 
portaient des nodules, rouges a l’intérieur, tandis que les plantes 
témoins en étaient pratiquement dépourvues. Aprés un mois 
environ, des différences morphologiques trés nettes se sont révé- 
lées. A vue, on pouvait estimer que la quantité de matiére verte 
des parcelles traitées était au moins doublée par rapport a celle 
des témoins. Les différences de développement ne sont pas les 
seules observées ; alors que les plantes inoculées sont d’un vert 
foncé, celles du témoin sont jaunatres, de teinte nettement plus 
claire, significative de la carence en azote. Le tableau I expose 
les rendements pour un des trois champs. 


Tasreau I. — Pesée et analyse des plantes de soja. 
CARACTERISTIQUES PARCELLE TEMOIN | PARCELLE INOCULEE 
Rendement en graines (matiére 
seche pour !O plants) 28,4 +3,8 ype he al 34 
Nombre de graines sur 20 m2 787 1657 
N en % dela matiére séche; 
dans les tiges 0,61 1,0 
dans les feuilles 2,50) 3,45 
dans les gousses 0,8! 0,86 
dans les graines 6,23 80 
Rapport Inoculé/ Témoin des 7 
rendements en graines(m-s.) 1,8 
Rapport Inoculé/ Témoin des 
rendements en graines(N) 2,26 
Sur « ARACHIS HYPOGAEA )). — Deux champs sur trois ont donné 


en 1957 des résultats positifs, A trois semaines, aucune différence 
morphologique n’était encore visible, mais les sujets inoculés por- 
taient de nombreux nodules, encore petits mais bien rouges 
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4 l’intérieur. Dans les lignes-témoins, il n’y a que quelques rares 
nodosités disséminées, toutes blanches a l’intérieur. Un mois aprés 
le semis, on observe les nettes différences habituelles de teinte, 
qui s’accentuent par la suite (tableau IJ). 


Tanreau I]. — Pesée et analyse des plantes d’Arachis. 
T 7 
CARACTERISTIQUES PARCELLE TEMOIN|PARCELLE INOCULEE 

Rendement en gousses(matiére 
séche pour !Oplants) 15,6 26,4 
Rendement en amandes 47,241) 84,6+12,5 
Nombre d’amandes sur 20 2 1.306 3.048 
N en % dela matiére séche: 

dans les tiges 0,76 2,14 

dans les feuilles i293 S225) 

dans les gousses 1,16 1,24 

dans les amandes S95) 5,40 
Teneur en huile (%) 55.9 48,3 
Rendement en huile 25,45 | 40,86 
Rapport Inoculé/ Témoin des 


rendements en amandes(m.s.) 1,¢9 


Rapport Inoculé/Témoin des 
rendements en amandes (N) 


Dans le troisiéme champ, aucune différence n’a pu étre cons- 
tatée. Les racines des plantes-témoins étaient, a la récolte, aussi 
bien nodulées que celles de la parcelle inoculée. Le sol était ici 
de qualité nettement supérieure aux précédents. 


AUTRES RESULTATS positirs. — Sur Phaseolus angularis, sur 
Mucuna prurtens, sur Canavalia ensiformis, des résultats positifs 
ont été enregistrés. Ils se sont traduits par une augmentation 
quantitative et qualitative de rendement chez Phaseolus angularis. 
Chez Mucuna pruriens et Canavalia ensiformis, des différences 
nettes dans la teinte du feuillage et le développement sont appa- 
rues aprés un mois et demi environ pour s’atténuer ensuite et 
disparaitre apres trois mois de végétation. 


Résuttats nEGATIFs. — Sur Stylosanthes gracilis, aucune diffé- 
rence n’est apparue, au cours des premiers essais effectués a 
Yangambi, entre parcelles inoculées et parcelles témoins. Rappe- 
lons qu’il s’agit d’une espéce dont le développement s’opére avec 
une extréme lenteur. Dans le cas qui nous occupe, il a fallu cent 
trente jours pour que le recouvrement du sol soit total. Pour cette 
raison, il est possible que les souches autochtones de Rhizobium 
se solent adaptées dés que les plantes ont atteint un développe- 
ment suffisant. 


Remarque. — Un premier essai de semis mécanique de graines 
inoculées sur un surface de 75 ares a été réalisé dans le Sud-Est 
du Congo (Katanga). Le substrat solide A base de vermiculite a 
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été mélangé aux graines et distribué mécaniquement avec celles-ci. 
Les résultats ont été trés nets, En cours de végétation, les diffé- 
rences étaient trés sensibles, tout particuliérement quant a la 
teinte du feuillage. 

8° ConcLusions. 


L’inoculation des graines de légumineuses offre de grandes pos- 
sibilités en agriculture tropicale. Les résultats positifs a obtenir 
sont certains ; ils peuvent avoir une influence favorable trés nette 
sur l’évolution de l’agriculture des régions intéressées. 

Dans ce but, l’utilisation, non seulement de souches de Rhizo- 
bium judicieusement choisies, mais encore d’une méthode d’ino- 
culation appropriée aux conditions écologiques, peut incontesta- 
blement aider 4 résoudre le probléme essentiel qui se pose : celui 
de la fertilité. Les chiffres cités plus haut sont significatifs a cet 
égard. 

Il faut souligner que la téche A entreprendre ne reléve pas 
exclusivement de la microbiologie ou de la biochimie microbienne ; 
elle est en fait «.agronomique » dans le plein sens du terme. Il 
faut, en effet, tenir compte de tous les facteurs qui peuvent condi- 
tionner l’apparition de la symbiose plante-bactérie et |’évolution 
heureuse de celle-ci. C’est dire qu’aux problémes essentiels d’ ordre 
microbiologique se joignent des problémes qui relévent de la 
botanique, de la pédologie, de la physiologie et de la génétique 
végétales, et de la phytotechnie. 


SUMMARY 


SymMBIosIs BETWEEN Rhizobium ann Leguminosae, 
WITH PARTICULAR REFERENCE TO TROPICAL COUNTRIES. 


The inoculation of Leguminosae seeds might play an important 
part in tropical agriculture. The positive results which would 
certainly be obtained might have a very favourable influence on 
the agricultural evolution of tropical countries. 

The use of carefully selected Rhizobium strains and of an ino- 
culation technique convenient to the ecological conditions can 
help to solve the main problem, that of fertility ; the above figures 
evidence this assertion. 

It must be pointed out that the work to do is not only a micro- 
biological or a biochemical one; it is an actual « agronomic » 
problem. All the factors implied in the appearance of the plant- 
bacteria symbiosis and its successfull evolution must be taken 
into account; these factors do not only belong to microbiology, 
but also to botany, pedology, plant physiology and genetics, and 
phytotechnique. 
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UNE TECHNIQUE D’ETUDE 
DE L’ACTION DU GAZ CARBONIQUE 
SUR LES CHAMPIGNONS PARASITES 
DES ORGANES VEGETAUX SOUTERRAINS 


par J. BULIT et J. LOUVET (*. 


(Station de Pathologie Végeétale, 
Centre de Recherches Agronomiques, Versailles) 


Certains champignons parasites des organes souterrains ne sont 
susceptibles de provoquer des contaminations que dans la couche 
superficielle du sol, Par exemple, dans les cultures de laitue, les 
dégats de Sclerotinia minor Jagger ne s’observent qu’au niveau 
du collet. Par contre, l’attaque d’autres champignons débute dans 
le sol 4 des profondeurs plus ou moins grandes. Ainsi la contami- 
nation du melon par Fusarium oxysporum Schlecht., des arbres 
fruitiers par Armillariella mellea (Fr.) Karst., de la betterave 
et de lasperge par Rhizoctonia violacea Tul., peut se réaliser 
méme sur les racines les plus profondes. 

La localisation des attaques de Sclerotinia minor au collet des 
laitues n’est pas due seulement a une plus grande sensibilité de 
cette partie de la plante. En effet, par inoculations artificielles 
dans l’air, Sclerotinia minor peut pénétrer en n’importe quel point 
de racines non blessées. Ce champignon appartient donc a une 
catégorie de parasites qui présentent une réaction spécifique 
nette aux facteurs variant dans le sol avec la profondeur, tandis 
que d’autres parasites comme Fusarium oxysporum, Armilariella 
mellea et Rhizoctonia violacea ont une répartition verticale moins 
strictement conditionnée par ces facteurs. 

Une des caractéristiques de l’atmosphére du sol est sa forte 
concentration en gaz carbonique, surtout en profondeur. I] est 
certain que l’aération du sol, en diminuant cette concentration, 
influe sur le développement de certaines maladies [4]. En ce qui 
concerne Sclerotinia minor, des observations empiriques nous ont 
montré que ce parasite est favorisé par une bonne aération du 
sol. C’est pourquoi des essais ont été entrepris pour mesurer la 
croissance de Sclerotinia minor et d’autres champignons soumis 
a des atmosphéres plus ou moins chargées en gaz carbonique. 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 5 novembre 1959. 
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Jusqu’a maintenant la plupart des travaux sur ce sujet ont été 
réalisés a l'aide de cultures sur des milieux nutritifs gélosés ou 
liquides {2, 3]. Le but de la présente note est de décrire une 
technique d’étude qui, tout en permettant de déterminer le poids 
sec de mycélium formé, place les champignons dans des condi- 
tions physiques voisines de celles du sol. 


APPAREILLAGE UTILISE. — Les atmosphéres enrichies en gaz carbonique 
sont réalisées en ajoutant du gaz carbonique A de l’air normal ; l’air 
est fourni par une pompe, le gaz carbonique par une bouteille de gaz 
comprimé. Chagque atmosphére est obtenue a l’aide d’un jeu de deux 
tubes capillaires. Dans l’un passe l’air, dans l’autre le gaz carbonique 
et les deux gaz sont mélangés & la sortie. Les capillaires sont étalonnés 
pour que le mélange ait la concentration désirée et que son débit soit 
d’environ 6 | par heure. L’atmosphére réalisée est humidifiée par bar- 
botage avant d’étre admise a circuler dans les boites de Roux ot sont 
faites les cultures 4 température constante. Ces boites sont branchées 
en série, chaque série correspondant & une atmosphére donnée. Le 
passage d’un tel courant continu de gaz dans les boites de Roux assure 
le renouvellement de l’atmosphére au voisinage du mycélium. La 
concentration en gaz carbonique est contrélée par des prélévements 
en cours de culture. 


TECHNIQUE DE CULTURE ET DETERMINATION DU POIDS sEC. — Le milieu 
de culture utilisé est composé de perlite expansée imbibée d’une solution 
nutritive liquide. La perlite expansée est un support minéral qui 
présente les avantages d’étre inerte, insoluble, poreux et léger. Avant 
son utilisation elle est dépoussiérée, calibrée (fraction retenue entre 
les tamis 4 maille carrée de 1 et 2 mm), puis lavée a l’eau permutée. 
Les grains obtenus ne perdent pas de poids au lavage et retiennent 
bien les liquides. Avant autoclavage, cette perlite est disposée en couche 
mince (1 cm environ) a raison de 200 cm*® par boite de Roux, puis 
imbibée de 80 ml de milieu nutritif. 


Chaque boite est ensemencée avec un disque de mycélium de 6 mm 
de diamétre prélevé 4 l’emporte-piéce en bordure d’une culture jeune 
sur milieu gélosé en boite de Petri. Le coton qui bouchait les boites 
pendant la stérilisation est remplacé stérilement par un bouchon de 
caoutchouc traversé par deux tubes de verre qui servent A mettre les 
boites en communication entre elles et A faire passer le courant 
gazeux. 


Cette méthode permet la détermination du poids de matiére sche 
formée par le champignon dans chaque boite de Roux. 

Avant culture, on note le poids sec de boites d’aluminium contenant 
chacune deux filtres en papier 4 chromatographie et 200 cm? de per- 
lite (nécessaires au remplissage d’une botte de Roux). Les boites sont 
séchées en étuve 4 105°. Puis avant d’étre pesées, elles sont ramenées 
4 la température ambiante dans un dessiccateur ot l’on fait d’abord 
le vide et oX Yon admet ensuite de l’air desséché par barbotage dans 
Vacide sulfurique. 


ACTION DU CO, SUR CERTAINS CHAMPIGNONS 559 


Aprés culture, le contenu de chaque boite de Roux est réparti sur 
les deux filtres correspondants et lavé A l’eau permutée jusqu’a élimi- 
nation du milieu nutritif. Les filtres avec leur contenu sont remis dans 
leurs boites d’aluminium respectives et le poids sec de l’ensemble est 
déterminé comme précédemment. 


La différence entre les deux pesées est le poids sec de mycélium 


Poids sec enmg. 


500] SEE Sclerocnia minor 


gees ae ee es Fusarium oxysporum 


400} 


300} 
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Fic. I. — Poids de matitre stche formée par Sclerotinia minor Jagger et par 
Fusarium oxysporum Schlecht. aprés treize jours de culture sous des atmospheres 
a teneurs différentes en gaz carbonique. 


formé. L’erreur maximum faite sur chaque pesée est de + 10 mg pour 
des poids secs de mycélium variant de 100 a 1 200 mg. 

Des essais sommaires ont montré que d’autres mati¢res poreuses 
(pierre ponce, matériaux isolants) peuvent convenir comme support 
inerte. Mais la perlite leur a été préférée pour sa légéreté et ses alvéoles 
petits qui lui conférent un grand pouvoir de rétention. La vermiculite 
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n'a pas été retenue non plus: avec certains champignons on obtient 
dans sa masse une formation abondante de mycélium, mais elle pré- 
sente le grave inconvénient de perdre du poids au lavage. 

Pour l’étude de l’action des gaz sur les champignons du sol, cette 
technique est préférable & la culture sur milieu liquide non agité 
(culture en surface) ou agité. En effet, la culture 4 la surface d’un 
milieu liquide non agité place une partie du mycélium dans des condi- 
tions de vie anaérobie, il en est de méme dans le cas de cultures agitées 
lorsque les colonies du champignon atteignent un certain volume [4]. 
Par contre, la culture sur perlite expansée, d’une réalisation technique 
plus simple que les cultures agitées, permet au champignon de péné- 
trer d’une facon homogéne dans la masse du milieu tout en restant 
soumis 4 des conditions d’aération satisfaisantes. 


Premiers résultats. — ‘Les premiers résultats obtenus confirment 
le rdle du gaz carbonique dans la répartition verticale de certains 
champignons du sol. La figure 1 permet de comparer le dévelop- 
pement de deux souches, lune de Sclerotinia minor, Vautre de 
Fusarium oxysporum, la premiére isolée du collet d’une laitue, 
la seconde d’une racine profonde de melon. Les cultures ont été 
réalisées 4 20° sur perlite expansée imbibée d’un milieu liquide 
a base de pomme de terre et saccharose. La croissance du Sclero- 
tinia minor décroit trés rapidement dés que la concentration en 
gaz carbonique augmente. Par contre, les poids secs obtenus avec 
le Fusarium oxysporum sont constamment plus élevés en atmo- 
sphére chargée de gaz carbonique qu’en atmosphére normale et 
la réaction du champignon ne varie pas sensiblement entre 1,7 
et 23,5 p. 100 de gaz carbonique. 


Cette technique de culture peut avoir des applications pour 
d’autres études de microbiologie du sol nécessitant que les micro- 
organismes soient placés dans un milieu perméable aux gaz. La 
culture de plantes étant également réalisable sur la_ perlite 
expansée, cette technique peut étre utile en pathologie végétale 
pour des recherches sur les relations hétes-parasites et pour des 
tests in vitro de toxiques agissant par vapeurs. 


REsuMs. 


La culture des champignons sur un milieu composé de perlite 
expansée imbibée d’une solution nutritive liquide permet de déter- 
miner le poids sec de mycélium formé. Cette technique de culture 
en milieu aéré peut étre ulilisée pour étudier les échanges gazeux 
chez les champignons ainsi que l’influence des gaz sur leur déve- 
loppement. L’étude de l’action du gaz carbonique sur deux 
souches, l’une de Fusarium oxysporum Schlecht., l’autre de Sclero- 
finia minor Jagger, est donnée comme exemple d’application. 
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SUMMARY 


A TECHNIQUE FOR THE STUDY OF CO, ACTION ON FUNGI PARASITING 
UNDERGROUND PLANT ORGANS. 


The fungi are cultivated on a medium consisting of expansed 
perlit, saturated with a nutritive solution. 

This technique can be used to study gaseous exchanges in fungi 
and the influence of gases on their development. The authors 
have studied the action of CO, on two strains : Fusarium oxyspo- 
rum Schlecht., and Slerotinia minor Jagger. 
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INFECTIONS A VIRUS ENTERIQUES CHEZ LES ENFANTS 
ET SYNDROMES CLINIQUES ASSOCIES 


par Victoria DROUHET (*) 
(avec la collaboration technique de M' H. GOAREGUER). 


[Laboratoire de Virologie de la Société d’Etudes et de Soins 
pour les Enfants poliomyélitiques (*") 
sous la direction du Professeur R, DEBRE] 


D’avril 1958 A avril 1959, des prélévements de 202 enfants 
malades ont été examinés au Laboratoire de Virologie de la 
S. E. S. E. P. pour Ja recherche de virus entériques. La plupart 
des prélévements proviennent d’enfants hospitalisés dans le Service 
du professeur S. Thieffry, 4  Hdpital des Enfants-Malades, pour 
lesquels le diagnostic de poliomyélite était envisagé. Dans d’autres 
cas, il s’agissait de syndromes divers, comme méningite lympho- 
cytaire, méningo-encéphalite, syndrome cérébelleux ou autres. 


MATERIEL ET METHODES. 


Les prélévements de selles, de gorge et de liquide céphalo-rachidien 
ont été récoltés au début de la maladie, les sérums a la période aigué et 
a la période de convalescence. Les cultures de cellules rénales du singe 
Cynomolgus ainsi que les souriceaux nouveau-nés sont utilisés au cours 
de ces recherches. Les détails sur les techniques d’isolement du virus 
sont donnés ailleurs [2]. Dans plusieurs cas, des passages en cultures 
cellulaires ont été nécessaires afin d’obtenir un effet cytopathogéne net, 
détruisant plus de 50 p. 100 de la surface cellulaire. Les virus ECHO 
des types 7, 12, 6 et 9 présentent des titres élevés ; cependant les 
virus ECHO 11 et 14, méme aprés plusieurs passages, n’augmentent 
pas leur titre. Les liquides de culture sont titrés afin de déterminer 
la dilution virale qui contient 100 D,, C.T. pour 0,2 ml d’inculum, 
et les identifications sont réalisées avec les trois sérums antipoliomyéli- 
tiques, six sérums antivirus Coxsackie (A9, Bl, B5) et dix-neuf sérums 
antivirus ECHO, d’aprés les recommandations du Comité des Entéro- 
virus (1). Aprés Vinoculation du mélange virus-sérum dans les tubes, 


(*) Manuscrit recu le 10 novembre 1959. 
(**) S. E. S. E. P. Chateau de Longchamp, Bois de Boulogne, Paris, 16°. 
(1) Les sérums identifiants nous parviennent grace 4 un don de la 
Nationa) Foundation for Infantile Paralysis que nous 


remercions 
vivement. 
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la lecture au microscope est faite les deuxiéme, quatriéme et sixiéme 
jours. Dans plusieurs cas, le pouvoir neutralisant du sérum identifiant 
se manifeste seulement jusqu’au quatri¢me jour de lecture ; les neutra- 
lisations sérum-virus pendant trois heures 4 37° donnent dans ces cas 
des résultats plus nets jusqu’au sixiéme jour de lecture. 

Pour la mise en évidence des anticorps neutralisant le propre virus 
du malade, la dilution virale contenait 100 D,, CT et la dilution du 
sérum est effectuée de 4 en 4. Sur les mémes sérums, les anticorps 
neutralisant les virus poliomyélitiques sont recherchés. 


RESULTATS. 


Sur 202 échantillons de selles, 106 contiennent des virus dont 
77 sont des virus poliomyélitiques, 14 des virus ECHO, 7 des 
virus Coxsackie groupe B; 38 virus entériques non poliomyéli- 
tiques n’ont pu étre identifiés par les sérums dont nous disposons 
et ne sont pas pathogénes pour le souriceau nouveau-né ; 5 adéno- 
virus. A partir du mois d’avril 1958, la plupart des virus ECHO 
et Coxsackie ont été isolés pendant les mois d’été; cependant, 
aux mois de novembre, décembre et janvier, 3 virus ECHO (types 1, 
7 et 11) ont été isolés des selles (tableau I). 

Dans 13 cas sur 21, les prélévements de selles ont été récoltés 
dans la premiére semaine de la maladie. Le tableau II résume 
la répartition des cas d’aprés les types de virus entériques isolés 


Tanreau I. — Répartition, d’aprés les mois de l’année, des virus 
isolés des selles d’enfants malades. 


Virus|Virus 
ECHO 
al 


Nombre 
de 
prélévements 


Mois Virus 


entériques non 
identifiés 
Avril 1958 
Mai 

Juin 
Juillet 
Aoit 
Septembre 
Octobre 
Novembre 
Décembre 
Janvier 1959 


Février 


ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


564 


T addsy 


T 
eo) 2 


OFTOd snaity, 


seuloipuds sol sorde 


Be) St AN Sel eh ge ewe a 


OTAOPETOD 
OHO G snot, snit, 


‘sgroosse sonbruro 


TUAGIA + AWAHINVXG 


TUAGIA + FLIONAYVHAONTIAY 


euaqzuerg +) 


04 Feudreyd + yy +f HULVYLAOOHANAT 
) 


ice ALIONINGAW 


ANOILITVAdGONA AWOYGNAS 
GNDIXVLY FWOUGNAS 
( enbtazeqdtaed 


edky etsfkteased ) 
TADIGATVYVd AWONGNAS 


anbyutto oOFzsouFzetg 


a Ee ee | 


‘P 7° S9IT[PS Sep S9TOST sonbii9jue snutA soy sgide,p seo sop uonnaseday — “jy avatavy, 


INFECTIONS A VIRUS ENTERIQUES 565 


et les syndromes cliniques associés. Dans 5 cas, les virus Cox- 
sackie B sont associés & un syndrome paralytique de type péri- 
phérique ; de pareilles associations sont signalées par d’autres 
auteurs [8]; dans 2 cas, des virus ECHO (types 6 et 12) sont 
associés 4 des syndromes paralytiques du méme type, ne laissant 
pas de séquelles. Enfin, dans 2 cas, des virus ECHO sont isolés 
de selles de malades 4 la phase aigué du syndrome ataxique et 
une infection par Je virus ECHO 6 a coincidé avec un syndrome 
encéphalitique aigu, associations signalées pour la premiére fois. 
Six fois des virus ECHO sont associés & une méningite lympho- 
cytaire simple, une fois A une méningite lymphocytaire avee exan- 
théme (ECHO 9). Deux virus Coxsackie B provoquent des ménin- 
gites lymphocytaires accompagnées de rhinopharyngite. 

Dans la statistique de notre laboratoire, en dehors de 69 virus 
polomyélitiques isolés de malades atteints de poliomyélite a forme 
spinale, deux sont isolés de formes ataxiques et un d’une forme 
encéphalitique. Ces trois cas, ainsi que d’autres observés au cours 
des années antérieures, font l’objet d’une étude clinique détaillée 
du professeur S. Thieffry et de ses collaborateurs [8]. 

A cété de 6 cas de méningite lymphocytaire 4 forme pure impu- 
table aux virus ECHO, signalons 5 cas provoqués par les virus 
poliomyéhtiques. 

Pour établir une relation étiologique entre le syndrome clinique 
et le virus isolé chez le malade pendant la période de maladie, 
les anticorps neutralisant ce virus doivent apparaitre au cours de 
la maladie. 

Dans le tableau III nous résumons les résultats de la recherche 
des anticorps neutralisant les virus isolés 4 partir des selles et 
des anticorps neutralisant les virus poliomyélitiques. 

Sur 21 cas d’infections a virus entériques, non poliomyélitiques, 
des prélévements de sang ont été effectués dans 15 cas seulement ; 
dans 7 de ces cas, les anticorps neutralisant le propre virus 
étaient présents dans le sérum; chez les 8 autres, ils n’étaient 
pas décelables ; ces derniers cas concernent des enfants dont les 
prélévements de sang et de selles ont été effectués dés les quatre 
premiers jours de maladie. Dans 6 de ces 8 cas  sérologie néga- 
tive, les anticorps neutralisant le propre virus du malade étaient 
présents dans le second prélévement obtenu a la période de 
convalescence. Dans tous les cas ot deux prélévements de sang 
ont été effectués, le titre des anticorps antipoliomyélitiques est 
resté le méme ; deux enfants en bas Age étaient triples négatifs. 

Des recherches épidémiologiques ont été réalisées dans l’entou- 
rage de tous ces cas d’infection a virus entériques non poliomyé- 
litiques. Dans un cas seulement, on a pu mettre en évidence une 
infection du méme type (ECHO 6) accompagnée d’une angine chez 
le frére d’un malade hospitalisé, présentant une paralysie de type 
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périphérique ; dans une autre circonstance, deux enfants trés 
jeunes, hospitalisés dans le méme service, ont présenté a seize 
jours d’intervalle une méningite lymphocytaire 4 ECHO 14. D’une 
fagon générale, notre statistique concerne seulement des cas spora- 
diques. L’age de ces 21 sujets atteints d’infection A virus enté- 
riques non poliomyélitiques varie de 3 semaines a 13 ans. Leur 
répartition est la suivante : moins de 1 an: 4 cas ; jusqu’a 2 ans : 
3 cas, dont 1 d’ataxie a virus ECHO 1; 8 ans: 4 cas; 5 ans: 
meas pa? ans.c-3cas: Qnans cl cas’: Il canss; leas, €t [Shans 
2 cas, Parmi ces cas signalons 2 méningites lymphocytaires a 
ECHO 14 survenant chez des enfants agés de 3 semaines et de 
2 mois; une paralysie périphérique sans séquelles a virus Cox- 
sackic B3 survenant & 21 mois et une méningite a ECHO 11 
a 7 mois. 
RESUME ET CONCLUSIONS. 


Au cours de l'année 1958-1959, sur des cultures cellulaires du 
singe Cynomolgus, 21 virus entériques non poliomyélitiques ont 
été isolés 4 partir de selles d’enfants malades. Dans ces 21 cas, 
les virus, isolés pour la plupart dans la premiére semaine de 
maladie, étaient associés a des syndromes cliniques dont certains 
simulaient la poliomyélite. Les virus Coxsackie B3 et B5, ECHO 6 
et 12, étaient associés a4 des syndromes paralytiques de type péri- 
phérique. Dans 2 cas de forme ataxique, nous avons eu l’oceasion 
de montrer la présence des virus ECHO 1 et ECHO 7 dans les 
selles et l’apparition dans le sang des anticorps neutralisants homo- 
logues ; dans un de ces cas (virus ECHO 1) Venfant ne possédait 
pas d’anticorps poliomyélitiques. A notre connaissance, le virus 
ECHO 1 est trouvé pour la premiére fois associé & un syndrome 
clinique. L’infection a virus ECHO 6, démontrée par l’isolement 
du virus dans les selles et par Vapparition dans le sérum des 
anticorps neutralisant ce virus, a coincidé dans le temps avec un 
syndrome encéphalitique aigu. Sept méningites lymphocytaires 
a virus ECHO (types 3, 7, 9, 11 et 14), deux a virus Coxsackie B 
(types 1 et 5) et cing a virus poliomyélitiques ont ¢té observées au 
cours de celte étude. 


SUMMARY 


ENTEROVIRUSES INFECTIONS AND ASSOCIATED CLINICAL SYMPTOMS 
IN CHILDREN. 


In the course of the year 1958-1959, twenty-one non-polio 
enteroviruses have been isolated in monolayers of Cynomolgus 
kidney cells, from stools of diseased children. Most of these 
viruses have been found during the first week of the disease, and 
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all were associated with clinical syndroms which sometimes simu- 
lated pohomyelitis. 

Coxsackie B3 and B5, ECHO 6 and 12 viruses were associated 
with paralytic peripheric syndroms. In two ataxia cases, ECHO 1 
and ECHO 7 viruses have been isdlated from the stools, and 
homologous antibodies were present in the blood ; in one of these 
cases (ECHO 1 virus) the child did not possess any anti-polio 
antibody. It seems to be the first time that ECHO 1 virus is asso- 
ciated with a clinical syndrom. Infection by ECHO 6 virus has 
been demonstrated by isolation of the virus in the stools and the 
presence of homologous neutralizing antibodies ; it was associated 
with an acute encephalitic syndrome. 

Seven cases of lymphocytic choriomeningitis induced by ECHO 
viruses (types 3, 7, 9, 11 and 14), two other ones induced by 
Coxsackie B (types 1 and 5), and five due to poliovirus, have been 
observed in the course of this study. 
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SUR LE TITRAGE DES SERUMS ANTIVENIMEUX 


Il. LE POUVOIR TOXIQUE DU VENIN DE VIPERE (VIPERA ASPIS) 
POUR LA SOURIS INOCULEE PAR VOIE NASALE. 
SA NEUTRALISATION PAR LES SERUMS ANTIVENIMEUX SPECIFIQUES. 


par F. ROGER, R. LAMY et A. ROGER (*). 


(Annexe de l'Institut Pasteur, rue d’Alleray, 
et Service des Virus [D" P. ‘Lipine}) 


Le but primordial poursuivi par les sérums antivenimeux est 
évidemment la neutralisation du venin chez les individus inoculés 
par la vipére. 

Le titrage des sérums antivenimeux sur animal, qui fait appel 
simultanément @ la toxicité des venins et 4 sa neutralisation spéci- 
fique, constitue, par conséquent, un moyen d’appréciation de leur 
capacité neutralisante. 

Il n’en résulte pas Vobligation formelle de recourir toujours 
a ce procédé long et délicat de titrage mais, simplement, la néces- 
sité de lutiliser comme terme de référence et de lui comparer 
préalablement toute autre méthode éventuellement proposée A sa 
place, les techniques nouvelles de mesure et le titrage in vivo 
devant obligatoirement conduire 4 des résultats directement super- 
posables et de signification biologique identique. 

Afin de mieux connaitre le procédé de référence sur animal et 
de conférer par la suile une plus grande valeur aux techniques 
de titrage in vitro que nous désirions finalement leur substituer 
pour des raisons de commodité évidentes, nous avons consacré la 
seconde partie de cette étude a la toxicité expérimentale du venin 
de vipére et 4 sa neutralisation par le sérum des chevaux hyper- 
immunisés. 

Le choix du poumon de souris que nous avons fait 4 cet usage 
peut, a premiére vue, paraitre singulier : ce sont pourtant des 
motifs rigoureusement logiques qui nous ont conduits 4 envisager 
cet artifice. 

L’intensité des réactions vasculaires locales consécutives a l’injec- 
tion du venin par la vipére est, en effet, un caraclére majeur des 
troubles observés. 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 3 décembre 1959. 
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Nous avons done songé a respecter expérimentalement ce double 
caractere local et vasculaire des ]ésions en nous adressant a un 
organe richement vascularisé, constitué en cavité close, mais direc- 
tement accessible par l’intermédiaire du systéme trachéo-bron- 
chique. 

La barri¢ére pulmonaire, dont nous connaissions de longue date 
l’efficacité pour l’avoir maintes fois éprouvée avec des micro- 
organismes divers, protozoaires ou bactéries, rickettsies ou virus 
du groupe de la psittacose, nous semblait, en effet, garantir le 
caractére local des phénoménes en s’opposant au maximum a la 
diffusion des liquides injectés. 

En méme temps, |’étendue de la membrane respiratoire, sa tres 
erande minceur et la proximité des capillaires nous paraissaient 
assurer d’avance un degré élevé de réactivité. 

Ajoutons a cela des raisons d’ordre pratique. 

1° La rapidité relative d’inoculation par instillation pour un 
expérimentateur entrainé (40 souris 4 lheure) ; 

2° La régularité et l’assez grande importance du volume utili- 
sable (0,20 ml pour des souris de 20 g) ; 

83° La facilité des observations cliniques ultérieures (des lésions 
de quelque importance se traduisant aussit6t par de la dyspnée 
ou par une véritable asphyxie), 

Et Pon aura une idée des raisons qui nous ont incités a injecter 
par voie aérienne un rongeur de petite taille qui devait, par 
surcroit, permettre de réduire au maximum les quantités utilisées. 


TECHNIQUE. 


Pour toutes les expériences, nous avons utilisé des solutions méres 
i 10 mg par ml conservées 4 + 4° C et préparées depuis moins de quatre 
jours a partir de venin sec de vipére. 

Les dilutions plus élevées ont été réalisées extemporanément avant 
inoculation des animaux, selon une progression géométrique de 
raison 2. 

Ce milieu a été constamment employé sans adjonction de sérum et 
sans bicarbonate mais, néanmoins, tamponné grace A du _ trishydroxy- 
méthylaminométhane. 

Il renfermait aussi des antibiotiques, qui ont permis d’éviter la conta- 
mination des animaux par les bactéries ordinairement présentes dans 
le venin (200 U. O. de pénicilline et 50 yg de streptomycine par ml). 

Les souris, inoculées 4 raison de 4 souris par dilution, appartenaient 
& la race suisse albinos et avaient un poids uniforme de 20 g. Leur 
inoculation par instillation dans lorifice externe des narines, sous 
anesthésie 4 l’éther, a été pratiquée dans une hotte d’Armand Delille 
mise en dépression afin d’éviter la sensibilisation de l’opérateur. 

Dans ces conditions, les souris inoculées avec un liquide dépourvu 
dactivité pathologique demeurent ultérieurement en bonne santé. 
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Les doses administrées aux 
animaux, compte tenu des dilu- 
tions de venin et des volumes, 
se sont échelonnées entre 1,5 mg 
et 0,75 ug (tableau I). 

Nous avons utilisé le venin 
seul pour l'étude du pouvoir 
pathogéne et des quantités iden 
liques de venin, préalablement 
mises au contact de sérums 
antivenimeux ou de  sérums 
d’animaux neufs pris pour réfé- 
rence, dans tous les cas ou 
nous avons voulu mettre en éyi- 
dence des phénoménes de séro- 
neutralisation. Pour ces der- 
piers essais, les sérums utilisés 
ont été dilués a 1/10 pendant 
le contact avec les dilutions de 
venin de vipére, de sorte que 
nous avons finalement employé 
une méthode a « sérum cons- 
tant-venin variable ». 


Plutét que d’utiliser la tem- 
pérature de 37°C pour Vincu- 
bation préalable des mélanges 
sérum-venin & injecter aux ani- 
mauX, nous avons préféré assu- 
rer un contact de vingt-quatre 
heures & +4° C afin de réduire 
le plus possible l’inactivation 
thermique. 
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R&SULTATS. 


1° PotvorR PATHOGENE DU 
VENIN. — Les phénoménes 
observés ont été relativement 
homogénes avec les divers 
échantillons de venin utilisés 
et ont plaidé fortement, dans 
leur ensemble, en faveur de 
la sensibilité de la méthode 
(voir exemple du tableau I). 

La mortalité des animaux 
a été constante jusqu’a la 
dose de 3 ug et s’est produite 
constamment avant la qua- 
rante-huiti¢éme heure. 
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variables de venin de vipére 


Mortalité précoce 


Nombre de souris 
mortes dans le 
are heures : 
Souris mortes en- 
tre la douziéme et 
la 48éme heure 
(Mortalité tardive) 


sec inoculée 
courant des 12 


(en ng) : 


T,ntr,u I. — Mortalité observée chez des souris de 20 g inoculées par voie nasale avec des quantit 
Quantité de venin 
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Avee les quantités de venin les plus considérables, supérieures 
a 25 ng, la mort a été constamment assez rapide et s’est produite 
entre quelques minutes et quelques heures. 


Pour les quantités comprises entre 25 pg et 3 ug, elle sest 
produite entre la douziéme et la quarante-huitiéme heure. 

Nous appellerons désormais « mortalité précoce » celle qui sur- 
vient dans le courant des douze premiéres heures, « mortalité 
tardive » celle que l’on observe ensuite. 


a) Observation clinique. ‘L’apparition du premier symptome chi- 
nique, Ja dyspnée secondaire due au venin (et qu’il faut bien 
séparer de la dyspnée transitoire consécutive a lenvahissement 
des voies aériennes par le liquide instillé par les narines), s’ob- 
serve aprés un intervalle libre, constant mais nettement variable 
avec les quantités de venin. 


Chez les animaux qui ont regu de fortes doses de venin et qui vont 
par conséquent mourir en quelques heures, la dyspnée apparait trés 
rapidement et s’exacerbe d’une observation a l’autre, bientét accom- 
vagnée de rales qui traduisent l’encombrement trachéo-bronchique et 
que l’on peut entendre nettement & une certaine distance de ]’animal. 
La mort, ici, ne se fera guére attendre : elle sera ordinairement précédée 
de phénoménes convulsifs et, en particulier, de mouvements de pédale 
ou de secousses simultanées des pattes postérieures qui se mettent 
finalement en extension, les pattes antérieures Gemeurant immobiles. 
On note alors de grands efforts d’inspiration, largement espacés entre 
eux et qui paraissent de plus en plus pénibles. La respiration s’arréte 
enfin en méme temps qu’un liquide saumonné et spumeux s’écoule 
par les narines ; plus souvent encore, c’est une véritable hémorragie 
de sang rouge vif et non hémolysé que 1’on constate. 

Dans presque tous les cas ot il n’y a pas eu de jetage apparent ou 
d’hémorragie, on peut cependant révéler la présence constante des 
phénoménes hémorragiques ou de l’cedéme par une simple pression 
sur la cage thoracique de ]’animal effectuée aussit6t aprés la mort. 


Les animaux qui meurent plus tardivernent présentent des 
symptémes respiratoires tout a fait analogues, mais a évolution plus 
ralentie. La mort est précédée d’un yvéritable tuphos pendant leque! 


PLANCHE I 


Fic. 1. — Poumon de souris inoculé par voie aérienne (venin de YV. aspis). Zone 
corticale, 1a moins alteinte : congestion des cloisons alvéolaires, cedéme et hémor- 
ragies intra-alvéolatres (Color. hémalun-éosine. Gr. x 135). 


Fic. 2. — Poumon de souris inoculé par voie aérienne (venin de V. aspis). Zone 

centrale a lésions maxima : hémorragie massive intra-alvéolaire, cedéme péri-vascu- 

laire et péribronchique. Mobilisation des cellules bronchiques (Color. hémalun-éosine. 
Gree VSO 
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PLANCHE II 


Fic. 3. — Poumon de souris inoculé par voie aérienne (venin de YV. aspis). 

Obstruction bronchique et cellules épitléliales mobilisées.. OEdeéme pulmonaire et 
1 p 

périvasculaire. Hémorragie intra-alyéolaire (Color. hémalun-éosine. Gr. x 135). 


Fic. 4. — Poumon de souris inoculé par voie aérienne (venin de V. aspis). Obstruc- 
tion bronchique et liquide d’ced@me dans un conduit alyéolaire. OEdéme, congestion 
et hémorragies intra-alyéolaires (Color. hémalun-éosine. Gr. x 135). 
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lV'animal reste immobile, poils hérissés et yeux fermés, réagissant péni- 
blement aux excitations extérieures et le faisant alors avec des mouve- 
ments lents, réduits au minimum, incoordonnés, fréquemment accom- 
pagnés de chute sur le cété ou de tremblements intentionnels. 


b) Autopsie. Le fait marquant est la grande importance des 
lésions pulmonaires, l’aspect macroscopique du poumon étant 
davantage fonction de la date de la mort que de la dose injectée. 


Chez les souris mortes précocement (et qui correspondent en: majorité 
aux plus fortes doses), les poumons sont énormes et ne s’affaissent plus 
au moment de l’ouverture de la cage thoracique : ils ont un aspect 
cedémateux trés caractéristique et laissent échapper A la coupe un assez 
grand volume de liquide. Les zones périhilaires sont largement hépa- 
tisées et la trachée renferme presque contamment un caillot sanguin. 


Si la mortaliité a été tardive, les poumons sont également volumineux 
et incapables de se rétracter, mais leur aspect est beaucoup plus homo- 
géne, en raison du caractére total et massif des phénoménes d’hépa- 


tisation rouge, la zone cedémateuse étant réduite 4 une mince couche 
corticale transparente. 


c) Histologie des lésions pulmonaires (pl. I, fig. 1, 2; pl. I, 
fig. 3 et 4). Des poumons entiers provenant de souris mortes entre 
la quinziéme et la dix-huitieme heures ont été fixés dans le liquide 
de Bouin ou dans du formol salé neutralisé. 

Leur inclusion a ensuite été faite dans la paraffine et les coupes 
ont finalement été colorées 4 ’hémalun-éosine avant d’étre montées 
au baume. 

L’examen microscopique a alors montré des lésions d’une trés 
grande netteté. 


Les grosses bronches qui ont, les premiéres, recu le venin ont presque 
complétement perdu Jeur revétement épithélial. Par places, cependant, 
on voit encore dans leur lumiére quelques cellules épithéliales isolées, 
arrondies, & mnoyau pycnotique, ou, au coniraire, compléiement 
dépourvu de colorabilité. 

Au niveau des bronches de moyen calibre, l’épithélium est encore 
visible sauf en quelques points ot il a également disparu. Presque 
partout, cependant, on observe une mobilisation cellulaire massive, 
seit en placards épithéliaux, soit sous forme de cellules isolées en voie 
de ségrégation. Les cellules mobilisées que l’on retrouve dans la lumicre 
ont parfois une morphologie normale ; plus souvent, elles présentent 
des altérations diverses analogues a celles observées au niveau de 1’épi- 
thélium des grosses bronches. 

Les lésions épithéliales des conduits aériens diminuent encore vers 
les bronches de petit calibre ot ij existe pourtant toujours des images 
de mobilisation cellulaire. 

La lumiére des bronches est presque partout envahie par un liquide 
abondant, ot! Ja présence des hématies est presque constante. 
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En plusieurs endroits il y a méme une véritable hémorragie intra- 
canaliculaire. 

Liquide d’cedéme ou hémorragie proviennent tous deux du paren- 
chyme et leur origine alvéolaire est évidente : la partie terminale des 
bronches est, en effet, réguliérement obstruée par l’cedéme ou |’hémor- 
ragie qui bloquent aussi complétement les conduits alvéolaires et se 
continuent au niveau des alvéoles. Il s’agit bien d’hémorragies par 
érythrodiapédeése. 


Dans le parenchyme pulmonaire, oti il n’existe aucune réaction cellu- 
laire inflammatoire, les phénomeénes vasculaires atteignent, au 
contraire, une extraordinaire intensité. 

Les lésions les plus graves, de type hémorragique, s’observent au 
voisinage des terminaisons bronchiques et s’enfoncent profondémeni 
A lintérieur du parenchyme. A ce niveau, les cloisons alvéolaires sont 
fréquemment rompues et réduites a l’état de moignons difficilemen! 
reconnaissables. Parfois méme, les hémorragies consécutives dissocient 
4 tel point le parenchyme qu’il se trouve refoulé a leur périphérie, 
délimitant un véritable hématome susceptible de s’ouvrir dans les 
conduits aériens. 

Vers la périphérie du poumon, les hémorragies sont moins réguliéres. 
bien que rarement absentes, mais on constate partout une congestion 
des capillaires d'une grande intensité. 

Parallélement 4 cette congestion active, on observe une exsudation 
trés abondante, le liquide d’cedéme obstruant la plus grande partie des 
alvéoles. Dans ce liquide, on ne rencontre pas non plus de cellules, 
mais il y a presque toujours des hématies. 

L’cedéme envahit aussi les gaines péribroncho-artérielles et l’adven- 
tice des veines pulmonaires. Autour des vaisseaux, on observe ainsi 
de véritables manchons dont lépaisseur est souvent supérieur au 
diameétre de la lumiére. Autour des artéres, ces manchons sont fréquem- 
ment envahis par un grand nombre d’hématies originaires du paren- 
chyme environnant, cette éventualité étant beaucoup plus rare autour 
des veines. 

Artéres et veines dans leur ensemble sont d’ailleurs intactes. sans 
rupture ni thrombose, tout au plus leur couche musculaire est-elle 
parfois plus ou moins dissociée par l’cedéme. 

L’histologie montre, en résumé, des lésions épithéliales des 
conduils aériens (moins importantes & mesure que l’on s’enfonce 
vers la profondeur du parenchyme), mais surtout des lésions paren- 
chymateuses considérables vasculo-sanguines, extrémement éten- 
dues, mais a prédominance profonde, péribronchique, évidente. 

L’absence de réactions cellulaires et la violence de la partici- 
pation des capillaires sont les phénoménes marquants de la lésion 
ol s’associent constamment l’cedéme et l’hémorragie. 


2° EssaIs DE SERO-NEUTRALISATION. — Le tableau II met en 
évidence l’absence d’activité de sérums normaux utilisés comme 
témoins des sérums antivenimeux (mortalité jusqu’a 3 ug). 

Il permet, en revanche, de constater la réduction considérable 
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de mortalité des animaux sous l’influence du sérum des chevaux 
hyperimmunisés (mortalité seulement a partir de 93 et 46 ug). 

Le pouvoir pathogéne du venin de vipére pour les souris injec- 
tées par voie nasale est done spécifiquement neutralisable par les 
sérums antivenimeux homologues. 


PussuME. 


L’injection du venin de vipére (V. aspis) & la souris par instil- 
lation nasale sous anesthésie a |’éther permet de reproduire dans 
le poumon de |’animal deux caractéres fondamentaux des mor- 
sures de Vipéridés : importance des phénoménes réactionnels 
locaux et la participation vasculaire prépondérante. 

Les phénoménes observés sont spécifiquement neutralisables et 
peuvent étre utilisés pour Je titrage biologique des sérums anti- 
venimeux dans leur capacité 4 inhiber les réactions du systéme 
vasculo-sanguin. 


SUMMARY 


TITRATION OF ANTI-VENOM SERA. 
II. Toxiciry or Vipera aspis VENOM FOR INTRANASALLY 
INOCULATED MICE ; 
ITS NEUTRALIZATION BY MEANS OF SPECIFIC ANTI-VENOM SERA. 


By means of intranasally inoculated venom into mice under 
ether narcose, it 1s possible to induce in the lungs of the animals 
two main manifestations of the Viperidae bites : important local 
reaction phenomena and the preponderance of vascular implica- 
{1on. 

The observed phenomena are neutralized by specific immune 
serum and may be used for the biological titration of anti-venom 
sera. 


ETUDE DE QUELQUES SOUCHES DE COLIFORMES 
RESPONSABLES DE LA MASTITE BOVINE 


par F. GOUPILLE, Y. HAMON et J.-F. VIEU (*). 


(Ecole Vétérinaire d’Alfort 
et Institut Pasteur [Service des Bactériophages}) 


INTRODUCTION. 


La mastite bovine, affection fort répandue causant des pertes 
économiques importantes, présente souvent une étiologie purement 
microbienne. Parmi les bactéries responsables de ces infections, 
on a pu isoler diverses variétés de Streptococcus (Str. agalactiae, 
Str. dysgalactiae, Str. uberis), certaines souches de M. pyogenes, 
de coliformes, de C. pyogenes, de Ps. pyocyanea, etc. 

Nous avons entrepris ici l’étude détaillée de quelques coliformes 
isolés du lait de vaches atteintes de mastite aigué ou chronique. 

Dans la discussion, nous nous proposons de comparer nos 
résullats avec les données publiées par d’autres auteurs francais 
ou étrangers sur le méme sujet. 


MATERIEL ET METHODES. 


Notre étude a porté sur 44 souches de coliformes isolées au Labora- 
toire Central de Recherches Vétérinaires d’Alfort (1). Ces souches ont 
été désignées par une lettre (de A aN et R, S, V, X, Y, Z) ou par un 
chiffre (de 27 a 50). 

Ces coliformes ont été identifiés en nous référant aux épreuves bio- 
chimiques préconisées par Kauffmann [4]; le diagnostic sérologique 
des E. coli a été effectué selon le schéma de Kauffmann, Knipschildt 
et VahIne [4], la recherche de la sensibilité aux divers antibiotiques 
par la technique des disques (Chabbert [2]). 

Quant a la recherche du pouvoir colicinogéne et de la sensibilité 
aux colicines, c’est la technique dite de contact [3] qui a été princi- 
palement employée. 


(*) Manuscrit recu le 10 novembre 1959. 

(1) Nous remercions vivement le D*® Lucas, directeur de recherches 
au Laboratoire Central de Recherches Vétérinaires, qui a bien voulu 
nous fournir ces souches. 
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Létude de la biochimie conduit a répartir nos 44 souches 
de la maniére suivante: 19 souches sont des E. coli typiques 
(souches EG, Ty Li, NV Xe) 216 30,8, ote, 41, 43, 4b, 
46, 48 et 49); 2 sont des coliformes inclassables voisins des 
E. coli typiques (souches H et R); 14 trouvent leur place parm 
les E. intermedium (souches A, J, K, S, 28, 29, 31, 33, 34, 37, 
40, 42, 47 et 50) ; 2 se comportent comme des Klebsiella (souches F 
et Z) et une seule souche (M) comme un paracoli. Les 6 cultures B, 
C, D, 30, 32 et 44 possédant les mémes propri¢tés biochimiques, 
forment un groupe relativement homogeéne difficile 4 classer dans 
les espéces précédentes ; elles présentent toutes les caractéeres 
suivants : souches mobiles, uréase —, xylose +, arabinose —, 
adonitol —, rhamnose +, glucose +, mannitol +, sorbitol +, 
dulcitol —, lactose +, maltose +, saccharose + (sauf la souche 
n° 44), tréhalose +, inositol —, sorbose —, citrate +, indole —, 
H,S —, réaction de Voges-Proskauer +, réaction du rouge de 
méthyle —, réaction de l’acide B-phényl propionique —. 

Bien qu’on puisse les rapprocher du groupe E. intermedium, 
elles s’en distinguent cependant par la liquéfaction de la gélatine 
et la production d’acétylméthylcarbinol. 


Etude sérologique. Les résultats détaillés de cette étude 
paraitront incessamment ailleurs [4]. Nous nous bornerons a 
signaler ici que les sérotypes spécifiques des gastro-entérites 
infantiles n’ont pas été rencontrés parmi nos souches ; méme la 
souche n° 46, qui donne une réaction positive avec l’acide p-phé- 
nylpropionique, n’agglutine pas dans les sérums O 111 : B4, 
055 : BS ou 026 : B6. 


La sensibilité de 28 souches aux antibiotiques, aux sulfamides 
et a la furddoine a été recherchée par la technique des disques 
(Chabbert [2]). La pénicilline, la bacitracine et la carbomycine 
n’ont aucune action sur ces bactéries ; la spiramycine, 1|’érythro- 
mycine, une trés légére action sur quelques-unes d’entre elles ; 
quant aux trois tétracyclines, leur activité est irréguliére et incom- 
plete. 

La majorité des souches est sensible A la néomycine, a la 
framycétine, aux diverses sulfamides et a la furadoine, mais ce 
sont le chloramphénicol et la streptomycine qui exercent ]’action 
inhibitrice la plus importante et la plus étendue sur les souches 
de mastite que nous avons étudiées. 

Nous avons recherché, d’autre part, l’action de la cyclosérine 
et de la novobiocine sur quelques-uns de nos coliformes ; nous 
avons constaté que ces bactéries sont généralement peu sensibles 


LES COLIFORMES DE LA MASTITE BOVINE 579 


a ces antibiotiques récents : en ce qui concerne la cyclosérine, 
9 souches sur 19 ne sont sensibles qu’a 50 pg/em* de lantibiotique 
et 3 seulement a la concentration de 100 uwg/em*; pour la novo- 


biocine, 2 souches sur 8 ne sont inhibées que par une concentra- 
tion de 50 wg/em* de l’antibiotique. 


Le pouvoir pathogéne de ces coliformes pour la souris est 
faible : sur les 12 souches employées, 7 n’exercent aucune action 
pathogéne lorsqu’on les injecte & la dose de 1 milliard de germes 
par la voie intrapéritonéale. 


La recherche du pouvoir hémolytique pour les hématies de 
cheval des souches N, V, X, 27, 35, 36, 37, 39, 40, 41, 42, 43, 
45, 46 et 49 a fourni les résultats suivants : toutes les souches 
se sont révélées hémolytiques. Cette constatation est a opposer 
aux résultats de Fey qui n’avait rencontré que 16,9 p. 100 de 
souches hémolytiques parmi les 113 coliformes de la mammite 
qu il a examinés [5]. 


Recherche et identification du pouvoir colicinogéne et sensi- 
bilité aux colicines. Par la technique de contact [8], nous 
avons recherché l’action des 44 souches de coliformes sur la 
souche K12S de Lederberg qui est sensible a action de tous 
les types connus de colicines. Parmi ces souches, 8 se sont révé- 
lées colicinogénes, soit 18,18 p. 100. Ce pourcentage est nettement 
inférieur 4 celui fourni par les différents Escherichia: en effet, 
parmi les E. coli des G. E. I., les F. coli pathogénes pour l’adulte 
et enfant et les E. coli banales, le pourcentage des souches coli- 
cinogéne se situe autour de 27 a 28 p. 100 [8, 7, 8]. Le typage 
des colicines élaborées par ces 8 souches antibiotiques a été 
effectué en employant la technique de Fredericq [8, 9] fondée 
principalement sur Ja spécificité des mutants sélectionnés par les 
diverses colicines. Parmi les EF. coli, les souches H et Y élaborent 
la colicine I; la souche 27, les colicines E + I; la souche 35, 
les colicines I + C; la souche 38, la colicine V et une deuxiéme 
colicine indéterminée ; la souche 39, les colicines I + G et Ja 
souche 43, la colicine V également produite par la huitiéme souche. 
Du point de vue colicinogéne, ces souches sont a rapprocher a la 
fois des E. coli pathogénes pour Vhomme et l’enfant [7] et des 
E. coli banales {8, 9]. En effet, Vincidence des colicines I et V, 
parmi nos souches, est particuliérement élevée. D’autre part, les 
E. coli de la mastite se différencient nettement des E. coli spéci- 
fiques des G. E. I. parmi lesquelles la colicine V n’a jamais été 
identifiée jusqu’a présent [8, 6}. 


Sensibilité des coliformes de la mastite a certaines colicines 
Nous avons recherché la sensibilité de 43 de nos souches de 
coliformes (dont 20 souches d’E. coli) aux colicines types sul- 
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vantes: V, B, ©, E,,G, Hyl, (Dyk OFS Sper a 
ce dessein, nous avons employé la méthode dite « de contact » [8]. 
Les résultats de cette étude sont rassemblés dans le tableau I avec 
ceux qui ont été déja publiés par Fredericq au cours de ses études 
sur les E. coli banales [9] et sur les E. coli isolées des feces de 
vache [8]. 
Tasteau I. — Sensibilité aux colicines des différents groupes 
d’Escherichia coli. 


E.coli isolés de fécesa E.coli banaux Mammites 

lade vache (10 souches) 75 acnenea) 

Sieh eee iG oe 

sensibles 
v 10 v 93 I+J: 10 50 
H 8 B 123 I: 8 40 
B 7 Hq 72 NO 35 
G iv Cc 69 S5: 6 30 
c x J 68 Biaere 10 
J 6 G 54 - Gs: O 
83 5 BA a aly Sh 
Ei 4 83 31 S43 1 
ui 1 E1 29 iKSS iat 
K 1 3:4 12 : 0 
S4 1 85 ali He: © 
85 0 84 6 1 
Bot al 


Il convient de remarquer la faible proportion de souches sen- 
sibles a la colicine V ainsi qu’aux colicines B, C, G et H. Seule 
la colicine I semble posséder sur les coliformes de la mastite une 
action comparable a celle qui est exercée sur les FE. coli banales. 
D’une maniére générale, nos souches se sont révélées beaucoup 
moins sensibles aux colicines que les E. coli banales [8, 9] ou que 
les E. coli isolées des féces de la vache [5]. 

Ces constatations confirment les résultats de Fey [5] qui, par 
la sérologie, a différencié les E. coli de la flore intestinale de la 
vache de celles qui sont responsables de la mastite. 


Discussion. 


3) Distribution des différents coliformes de la mastite dans les 
divers pays. 

Plusieurs auteurs ont déja identifié les souches de coliformes 
responsables de la mastite des bovidés et recherché les fréquences 
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respeclives des différentes espéces. Il est intéressant de comparer 
leurs pourcentages avec les notres. Leurs résultats sont rassemblés 
dans le tableau If en suivant l’ordre chronologique. Pour faciliter 
la comparaison des pourcentages des diverses espéces, nous avons 
groupé dans la moitié supérieure de ce tableau les résultats obtenus 
d’aprés les épreuves de Parr [40] (recherche de VI. M. V. I. C.): 
dans la moitié inférieure du tableau, les résultats plus récents 
des auteurs qui ont utilisé les criteres de classification préconisés 
par Kauffmann [4]. Dans le tableau II tous ces chiffres sont soul- 
onés d’un trait. Afin d’accroitre les possibilités de comparaison, 
nous avons fait figurer les fréquences des divers coliformes cal- 
culés & la fois d’aprés les épreuves de Parr et les épreuves préco- 
nisées par Kauffmann, lorsque les données des auteurs rendaient 
possible cette conversion. Ainsi, nous avons pu évaluer les pour- 
centages de Murphy et Hanson (calculés initialement selon les 
épreuves de Parr) d’aprés les critéres de classification de Kautf- 
mann et les pourcentages de Fey et de Goupille d’apres les 
épreuves de Parr. Ces chilfres se trouvent entre parenthéses dans 
le tableau II. 

L’examen de ce tableau révéle que : 

1° Les distributions des divers coliformes signalés par Murphy 
et Hanson [44] et Schalm et Woods [413] aux Etats-Unis (ainsi que, 
par ailleurs, ceux de Little et Plastridge [45] dans l’Etat du Connec- 
ticut) sont trés analogues : forte proportion de Klebsiella, faible 
proportion dE. colt. 

2° Les distributions des divers coliformes trouvés par Chevé et 
Gauthier [42] en France (Dordogne), par Fey [5] (Suisse, région 
de Zurich) et par Radaelli [44] (Italie) se correspondent parfaite- 
ment : forte proportion de souches d’E. coli, faible proportion de 
Klebsiella, rareté des E. intermedium. Au contraire, Goupille [4] 
trouve une proportion relativement plus faible d’E. coli, une inci- 
dence plus élevée d’E. intermedium parmi les coliformes de mas- 
tite isolés dans la région parisienne. 


3° Considérons les différents résultats obtenus selon les mémes 
critéres de la classification; la comparaison des pourcentages 
publiés par les auteurs américains avec ceux des auteurs du Sud- 
Ouest de l'Europe et ceux qui ont été publiés par Goupille dans 
la région parisienne montre clairement que la distribution des 
espéces de coliformes responsables de la mastite varie suivant les 
divers pays, mais également d'une région a Vautre dans des pays 
limitrophes et méme dans un pays donné. Le diagramme de la 
figure 1 illustre clairement cette notion. 


En outre, la distribution des antigénes O et H (2) de nos souches 


(2) Cette étude sérologique sera exposée prochainement en détail 
dans la thése de doctorat de l’un d’entre nous [4]. 
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nous permet de constater que la distribution des divers sérotypes 
est également différente de celle qui a été trouvée par Fey en 
Suisse, : 

On peut done affirmer que Ja distribution des espéces de coli- 
formes responsables de la mastite bovine varie d’une région } 
autre et que méme, parmi Jes souches d’E. coli, la fréquence 
des différents sérotypes differe nettement dune région a Uautre. 


AOOXAAAMAAM WW 


WY 
i 
GY =o 
Murphy et Hanson Fey Redaelli Goupille 
(New Jersey) (Dordogne) (Lombardie) (Région Parisienne) 
1943 1955 1956 1959 


Distribution des différentes esptces de coliformes 
responsables de la mastite bovine. 


pourcentage d' EB. coli = pourcentage de Klebsiella 


& pourcentage d' EB. intermediun & pourcentage de coliformes inclassables 


Ercole 


b) Existe-tul des E. coli propres & la mastite bovine ? 

Les E. coli responsables de la mastite bovine présentent les 
caractéres suivants : 

1° Ils différent des EH. coli des G. E. I. ; 


2° La distribution de leurs anligénes O les sépare nettement 
des E. coli contenus dans les féces de la vache [5] ; 


3° Cette distribution parait également étre différente de celle 
des E. coli pathogénes pour l’adulte et l’enfant (8) ; 


(3) Nous remercions vivement le D™ Le Minor qui a bien voulu nous 
indiquer le type sérologique de 18 souches d’E£. coli pathogénes pour 
V’adulte et l’enfant provenant de Ja collection du Service des Vaccins. 
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° Ils présentent une résistance particuli¢re aux colicines V, 
B, C, G et H par rapport aux autres E. colt. 


Tous ces caractéres distinctifs suggérent que les FE. coli de la 
mastite bovine sont propres a cette affection. 


AESUME. 


L’étude détaillée de 44 souches de coliformes isolés du lait de 
vaches atteintes de mastite a été effectuée. Les données publiées 
par divers auteurs permettent de constater que la répartition des 
especes de coliformes responsables de cette infection varie sul- 
vant les divers pays et les diverses régions d’une méme contrée 
ou d’un méme pays: aux Etats-Unis, ce sont les Klebsiella qui 
en sont le plus souvent & l’origine (rarement les E. coli) tandis 
qu’en Europe occidentale, les £. coli sont le plus fréquemment 
rencontrés (rarement les Klebsiella); en outre, Ja distribution 
des coliformes isolés dans Ja région parisienne différe de celle qui 
a été établie par Fey en Suisse et par Chevé et Gauthier en Dor- 
dogne (fréquence relativement moins élevée des E. coli et net 
accroissement du pourcentage des E. intermedium). ‘L’étude séro- 
logique de nos souches d’E. coli montre méme que la fréquence 
de leurs divers sérotypes differe de celle qui a été observée en 
Suisse (région de Zurich). En outre, aucun des sérotypes spéci- 
fiques des G. E. I. n’a été rencontré parmi nos souches. 

La distribution des antigénes O de nos E. coli différente de celle 
des autres E. coli pathogénes, d’une part, leur résistance parti- 
culiére aux colicines V, B, C, D, G et H, d’autre part, suggérent 
que les EF. coli isolés de la mastite des bovidés sont propres a cette 
affection. 


SUMMARY 


STUDY OF CERTAIN COLIFORM STRAINS, 
AGENTS OF BOVINE MASTITIS. 


Study of 44 coliform strains isolated from milk of cows suffe- 
ring from mastitis. The findings of different authors show that the 
distribution of the species of these coliforms varies according 
to the different countries and according to parts of the same 
country. In the U.S. A., Klebsiella strains are most often respon- 
sible for the disease ; in western Europe, on the contrary, E. coli 
strains are most often isolated (Klebsiella rarely found) ; moreover, 
in the region of Paris, the distribution of coliforms is not the same 
as in the center of France (Dordogne : Chevé and Gauthier), and 
in Switzerland (Fey, relatively low percentage of EF. coli and high 
percentage of E. intermedium). The serological study of our 
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strains also shows that the percentage of their various serotypes 
differs from that found in Switzerland (Zurich). Besides, we never 
found, among our strains, any serotype specific of the infantile 
gastro-enteritis. 

The distribution of the O antigens of our FE. coli, different from 


that 


of the other pathogenic E. coli, on one hand, their particular 


resistance to B, C, D, G, H colicins on the other hand, suggest 


that 
this 


the EF. coli isolated from bovine mastitis are specific of 
infection. 
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RESISTANCE DU RAT HYPOPHYSECTOMISE 
A UNE SALMONELLOSE EXPERIMENTALE 


par L. CHEDID et F. BOYER (*). 


(Laboratoire d’Endocrinologie, Collége de France 
el Service de Chimie Thérapeutique B, Institut Pasteur) 


L’extréme sensibilité des animaux surrénalectomisés aux infec- 
tions et aux poisons microbiens est un fait bien connu [4]. Cela 
est particuliérement net dans le cas des endotoxines et de la thy- 
phoide expérimentale du rat par Salmonella enteritidis. Le réle 
de la cortisone, tour a tour anti- ou pro-infectieux suivant la 
modalité du traitement, a été aussi longuement étudié par 
nous {2 a 6]. 

La diminution de Ja résistance aux infections chez Vhypophy- 
séoprive a élé reconnue depuis longtemps et s’expliquerait surtout 
par Vaplasie surrénalienne [7). 

Les résultats préliminaires que nous rapportons ici concernent 
lévolution de la typhoide expérimentale chez le rat hypophysecto- 
misé et, dans certains cas, porteur d’une auto-greffe hypophysaire. 


TECHNIQUES. 


Dans toutes nos expériences nous avons utilisé des rats miéales 
(Wistar), 4gés d’environ 3 mois. 

Les opérations faites sous anesthésie 4 l’éther sont suivies d’une injec- 
tion unique de 1000 unités d’extencilline. Dans le cas d’hypophysec- 
tomie on associe 4 l’antibiotique 1 mg de cortisone. Les animaux opérés 
recoivent une alimentation normale ; on prend scin de donner A boire 
de l’eau salée 4 9 p. 1000 aux surrénalectomisés et de l’eau sucrée 
5 p. 100 aux hypophysectomisés. 

Les auto-greffes d’hypophyse ont été réalisées en glissant la glande 
sous la capsule du rein. 

Les hormones sont injectées par voie sous-cutanée 4 raison de 5 mg 
de cortisone par jour pendant huit jours seulement et d’une unité 
d’ACTH par jour jusqu’a la fin de l’expérience. La chloromycétine a été 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 3 décembre 1959. 
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administrée par gavage a raison de 50 mg par jour pendant deux jours 
suivis de 25 mg par jour pendant six jours. 

Linfection est faite en administrant par voie intra-gastrique 1 cm? 
dune culture de seize heures en milieu synthétique de Salmonella 
enteretidis var. Danysz. 

Les animaux qui succombent sont autopsiés et le poids des différents 
organes est noté. Les selles turciques et les greffons sont vérifiés 4 la 
loupe binoculaire. 

Dans certains cas l’exsudat splénique est prélevé par ponction ct 
ensemencé dans du bouillon ordinaire. Le germe est identifié par 
agglutination avec un sérum spécifique. 


REsumrntse. 


Premiére expérience. — Soixante-douze rats sont répartis en 
8S lots (voir tableau I). La surrénalectomie a été faite quarante- 
huit heures, et Vhypophysectomie six a dix jours avant l’infection. 
Le lendemain on commence les différents traitements, qui dure- 
ront huit jours. 


TasLeEAu I. 
— 
Survie le 
[ as =2!| 
Traitements 62 4 gf j NaS oy Hf elsyek. | 
ES } L 
Normaux 9/10(+) y/10 9/10 9/20 
Surrénalectomisés Témoins 4/9 3/2 2/9 2/4 
Hy pophysectomisés By) 0/3 
Hy pophysectomisés Antibiotique 7/7 4/7 eye hie 
Normaux 10/10 6/10 5/10 | 2/10 
Surrénalectomisés Cortisone 8/93 2/9 0/9 
Hy pophysectomisés iy sie 
Hypophysectomisés Cortisone + Antibiotique 


(+) = Nombre de survivants/nombre d’animaux dans le lot. 


Les résultats rapportés dans le tab!eau I confirment la sensi- 
pilité du rat surrénalectomisé a Vinfection et que les injections 
de cortisone, aprés une protection passagére, dépriment sa résis- 
tance. Ce traitement hormonal prolongé est d’ailleurs pro-infec- 
tieux méme chez les animaux non surrénalectomisés (2 survies 
sur 10 au lieu de 9 sur 10 au seiziéme jour). De plus, ce tableau 
montre que : 

a) Sans hypophyse l’animal est trés sensible aux infections 
(100 p. 100 de mortalité le neuviéme jour). 
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Cr 


b) Le chloramphénicol administré seul protege partiellement 
Vhypophysectomisé. 

c) La cortisone injectée seule protege ]’animal temporairement. 

d) Le mélange de J’antibiotique et de la cortisone protége trés 
efficacement l'animal pendant la durée des injections. Toutefois, 
cette association ne le guérit pas, puisqu’il succombe aprés la 
cessation du traitement. 

Deuxiéme expérience. — Les 71 rats de cette expérience sont 
répartis en 4 lots (voir tableau II). [Les animaux ont été opérés 
(hypophysectomie suivie ou non d’auto-greffe) treize ou quatorze 
jours avant Vinfection. 

L’ACTH est injectée quolidiennement jusqu’au seizieéme jour de 
Vinfection, date a laquelle Jes animaux qui n’ont pas succombé 
sont sacrifiés. 

Chez tous les animaux qui succombent nous avons retrouvé la 
présence de Vagent infectant. 


TasiEAu II. 


Normaux 


Témoins 


Hypophysectomisés Témoins 


Hy pophysectomisés 


(A C T H) 


Hypophysectomisés greffés 


Dans cette deuxiéme expérience la mortalité des rats hypophy- 
sectomisés, bien qu’elle n’atteigne pas 100 p. 100, est beaucoup 
plus élevée que celle des témoins normaux infectés. 

On constate que la dose d’ACTH qui a été incapable de resti- 
tuer un poids surrénalien normal (voir tableau III) protége nette- 
ment les animaux, surtout pendant les huit premiers jours. Il est 
peut-étre possible d’obtenir une survie plus élevée avee un traite- 
ment plus intense et plus précoce. 

Les animaux porteurs de greffes témoignent d’une résistance 
beaucoup plus élevée que les animaux hypophysectomisés seule- 
ment. 

Ces résultats retiennent d’autant plus Vattention que les glandes 
de ces animaux sont en voie d’alrophie, comme on peut le cons- 
tater dans le tableau III. 

Nous avons reporté sur ce tableau les poids moyens des organes 
des animaux qui ont survécu et ont été sacrifiés seize jours apres 
Vinfection. Toutefois, nous avons ajouté les poids d’un animal 
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Tasreau JIT. 


r $+ 
Corps Surrénales =) Testicules | 
Début Fin ) 
(5+) Hypophysectomisés state 110 


non-infectés 


(17+) Témoins normaux 143 148 26,9 18,4 1,810 D200 
3+ 3 3 3 
See (3+) Hy pophysectomisés 143 25 9,3 754 0,485 0,386 
(6+) LPS RG Sa 149 129 16,7 |)L3,5 0,520 0,200 
(10+) ® et greffés 


= Poids absolu ; b) = Poids pour 1U0 de poids corporel. (+) = Nombre d’animaux 
par lot. 


hypophysectomisé qui avait succombé au treizi¢me jour de l’infec- 
tion et qui a été autopsié quelques instants aprés sa mort. 

Les poids corporels ont été pris au moment de l’infection (soit 
environ deux semaines aprés |’hypophysectomie) et a la fin de 
Vexpérience (seize jours plus tard). 

La faible prise de poids des témoins normaux et lamaigrisse- 
ment intense des animaux hypophysectomisés sont sans doute lés 
aussi 4 infection. L’atrophie testiculaire chez tous les animaux 
opérés est un signe caractéristique de l’absence d’hypophyse. 

I] faut insister sur deux points : 

1° Les corticotrophines injectées ont une action nette sur le 
poids des surrénales, bien qu’incompleéte (restituuon de plus de 
50 p. 100). 

2° Le ereffon semble maintenir partiellement le poids des surré- 
nales (la différence par rapport aux témoins est significative : : 
p < 0,03). Cependant cette action est inférieure a celle de V ACTH 
injectée, le poids surrénalien moyen étant significativement plus 
bas (p < 0,02). 

Toutes ces constatations suggérent différentes remarques. 

On sait que l’auto-greffe du lobe antérieur de l’hypophyse 
reprend trés facilement. Cependant les potentialités sécrétoires 
du greffon sont trés modifiées selon l’endroit ou il est situé et 
l'on peut assister dans certains cas 4 des dissociations fonction- 
nelles [8]. Ainsi, transplantée loin de la selle turcique et ailleurs 
que dans la chambre antérieure de Voeil, ’hypophyse sécréferait 
peu ou pas d’ACTH, selon les auteurs [9]. I] en serait de méme 
pour les autres st timulines, a Vexception de la prolactine que le 
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greffon sécréte en abondance [40], sans doute parce que « Vhypo- 
thalamus exerce une influence inhibitrice sur la fonction lutéo- 
trope de l’hypophyse en place » [44]. 

Dans nos expériences la présence du greffon semble avoir nette- 
ment augmenté la résistance a V'infection, bien que le poids des 
surrénales des animaux greffés témoigne d’une atrophie avancée 
bien qu’incompleéte. 


RrsuME. 


1° Le rat hypophysectomisé est tres sensible 4 Vinfection expé- 
rimentale par Salmonella erteritidis var. Danysz. 

2° La cortisone le protege incomplétement et provisoirement, 
comme elle le fait d’ailleurs chez l’animal surrénalectomisé ou 
méme normal. L’association du chloramphénicol & Vhormone 
confére une trés grande résistance, sans toutefois guérir V’animal 
qui succombe aprés cessation du traitement. 

3° Des injections quotidiennes d’ACTH suffisantes pour res- 
taurer environ 60 p. 100 du poids surrénalien normal protegent 
partiellement Jes animaux. 

4° Une auto-greffe hypophysaire sous la capsule rénale exerce 
une action aussi favorable, sinon meilleure, que le traitement par 
PACTH, bien qu’il semble que la sécrétion corticotrope du gretfon 
soit trés diminuée. 


SUMMARY 


RESISTANCE OF HYPOPHYSECTOMIZED RATS TO EXPERIMENTAL 
SALMONELLOSIS. 


1. Hypophysectomized rats are very sensitive to experimental 
infection with Salmonella enteritidis var. Danysz. 
Hypophysectomized rats (like normal or adrenalectomized 
animals) are incompletely and temporarily protected by corti- 
sone. The association of chloramphenicol and cortisone confers 
a high degree of resistance to the animals, but is unable to cure 
them, fail they die after cessation of the treatment. 


3. Daily injections of ACTH sufficient to restore about 60 °%, 
of the adrenals’ normal weight, induce a partial protection in 
the rats. 

4. Auto-transplantation of hypophysis under the renal capsule 


gives as good (if not better) results as ACTH, although the graft 
possesses only a poor corticotropie secretion. 


[7] 


8) 
[9] 


(10) 
[14] 
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ETUDE CYTOLOGIQUE DE L’ACTION DE L’EAU DE MER 
SUR QUELQUES BACTERIES ANAEROBIES 


par C. BILLY (*). 


(Institut Pasteur, Service des Anaérobies) 


Les recherches sur la survie des bacléries anaérobies en eau 
de mer effectuces il y a une dizaine d’années par Callame {4] ont 
abouti a la constatation suivante : la longévité des espéces micro- 
biennes en milieu marin est essentiellement spécifique et diffici- 
lement prévisible. Il n’y a apparemment aucune corrélation entre 
sporulation et longévité en eau de mer. Certaines espéces sporu- 
lées peuvent ¢tre tuées rapidement en eau de mer alors que 
d’autres, dépourvues de ce moyen de résistance, y présentent 
une survie plus importante que dans leurs milieux naturels. 

Nous avons repris ces recherches, par la méthode décrite par 
Callame, dans le but de suivre l’altération morphologique pro- 
gressive des cellules bactériennes immergées en eau de mer sous 
anaérobiose. 

Un certain nombre de souches de Sphaerophorus ont été d’abord 
étudiées. Ces anaérobies ont une vie généralement courte en eau 
de mer. L’expérience prouve que la plupart des souches de 
Sphaerophorus ne survivent pas ou ne vivent que quelques jours 
dans ce milieu, quand on utilise Ja culture totale ; la survie est 
encore plus courte si on opére avec des corps microbiens centri- 
fugés. 

Un essai pratiqué sur Welchia perfringens n’a pas été plus 
concluant. Ce germe a survécu cing jours seulement en eau de 
mer sans que nous ayons pu observer de signe d’altération notoire 

Un Clostridium, Cl. cedematiens, a en eau de mer une survie 
supérieure a un mois (les recherches de résistance en milieu marin 
étant en cours, la survie maximum n’a pas encore pu étre déter- 
minée). 

Les recherches ont surtout porté sur le genre Cillobacterium. 
Les 18 souches étudiées apparliennent aux espéces spatuli- 
formis (1), moniliformis (2), guinaeensis (1), silvestris (2), endo- 
cardilis (4), combesi (3) et multiforme (5). Cette derniére espece 


(*) Manuscrit recu le 2 décembre 1959. 
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surtout offre un intérét évident du point de vue de sa bonne conser- 
vation en eau de mer et des altérations cytologiques qu’elle pré- 
sente. De plus, la libération des protoplastes y est généralement 
fréquente, ce qui a permis d’observer le développement de ce 
phénoméne. 

Le principe et les méthodes d’étude sont ceux indiqués par 
Callame et Valtération morphologique peut étre suivie pas a pas : 
les tubes d’eau de mer ensemencés par des corps microbiens 
jeunes, désaérés et scellés dans le vide, sont ouverts stérilement 
aprés vingt-quatre heures d’incubation a 25°, puis dans les mémes 
conditions aprés deux, trois, cing, huit et quinze jours, un mois 
et six mois. La vérificalion de Videntité du germe est pnatiquéc 
a tous ces stades. Mais dés l’ouverture des tubes, il est déja un 
moyen facile de prévoir la survie d’un Cillobacterium : lV odeur 
dégagée par la culture en eau de mer, qui est un signe évident de 
vitalité. Au contraire, lorsque les bactéries ont été désintégrées 
en totalité, on observe quelques filaments ou flocons amassés dans 
le fond des tubes, seuls témoins d’une activité vitale passée, el 
VYodeur a en méme temps disparu. 


ETUDE DE LA MORPHOLOGIE PAR LA COLORATION DE GRAM. 


La coloration de Gram donne une indication rapide du stade 
auquel est parvenue la culture. La paroi d’un germe bien conservé 
présente la coloration Gram-positive intense lorsqu’il s’agit d’un 
Cillobacterium. Les contours cellulaires sont bien délimités, la 
paroi est uniformément colorée. 

Un état de désintégration plus ou mois précoce et plus ou 
moins accentué s’observe sur cerlaines souches. Mais celte alté- 
ration se manifeste toujours selon les mémes processus : la colo- 
ration de Gram perd peu a peu de son inlensité et de sa netteté ; 
la paroi s’estompe, le cytoplasme semble se vacuoliser. 

Différents aspects peuvent se présenter a l’observation 

1° Souvent un stade intermédiaire est marqué par apparition 
de cellules arquées ou flexueuses. I] semble y avoir des points ou 
des zones de moindre résistance de la parol, quit ultéricurement 
se scindera et se déchirera en ces endroits. 

2° Aux extrémités de la cellule, parfois méme dans une région 
incluse entre deux segments cellulaires intacts, la paroi est 
presque incolore ; elle est en outre élargie et distenduc, vidée de 
son contenu et en voie d’anéantissement ; elle prend des formes 
spatulées et évasées (pl. I, fig. 1 et 2). 

Une extrémité cellulaire peut é¢tre arrondie et convexe, l’autre 
extrémité droite, presque concave, irrégulére, déchirce et den- 
telée. 
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Des fragments de parois, non colorés et élargis, apparaissent 
libres dans les préparations. Is prennent parfois (souche A 1 A) 


la forme de petits carrés ou rectangles de 2 a 3 up. 


Be) 


3° La désintégration cellulaire peut se manifester a la fois par 
un éclaircissement de la coloration de Gram et par un amin- 
cissement et une élongation des germes aboutissant a la formation 
de filaments et de trainées 

Trois souches de Cillobacterium ont eu en eau de mer une 
durée de vie inférieure A vingt-quatre heures. Les colorations ont 
alors montré des formes imprécises et trés estompées, presque 
Gram-négatives (O 18 A). Au bout de quelques jours, leau de 
mer ne renferme plus que quelques filaments longs et pales (1). 

Une souche de Cill. guinaeensis n’a vécu que trois jours en eau 
de mer. La culture en bouillon glucosé toujours lente, méme avant 
passage en milieu marin, laissait présager une mort rapide du 
germe. Les germes qui croissent avec difficulté a partir des 
souches de collection subsistent difficilement en milieu marin. 
D’autre part, des cellules minces et longues au départ sont géné- 
ralement peu durables ; elles donnent rapidement heu a Ja forma- 
lion de filaments et de trainées. 

Au contraire, les germes courts et trapus, a la paroi nette, 
épaisse et bien colorée, ont une survie plus longue, parfois méme 
dépassant un mois. 


ETUDE CYTOLOGIOQUE PAR LA COLORATION NUCLEAIRE. 


L’un des critéres essentiels permettant d’apprécier la vitalité 
d'un germe et son altération morphologique est la coloration des 
éléments nucléaires. 


(1) Ces filaments se rencontrent d’ailleurs dans les tubes d’eau de 
mer plus agés, ot. la vie existe encore, mais ott les déchets cellulaires 
sont de plus en plus nombreux. 


PLANCHE I 


Fie. 1. -— Libération progressive de protoplastes et de fantémes chez C. moni- 
liforme aprés deux A quinze jours en eau de mer. Coloration de Gram. 
Gr. environ 8 000. 


Fie. 2. — Libération progressive de protoplastes chez C. multiforme aprés un i 
huit jours en eau de mer. Coloration de Gram. Gr. environ 8 000. 
Tic. 3. — Formation latérale de protoplastes chez ©. multiforme apres cing 


jours en cau de mer. Coloration de Giemsa aprés hydrolyse chlorhydrique. 
Gr. environ 8 000. 


Itc. 4. — Formation d’un protoplaste en position terminale chez C. moniliforme 
apres cing jours en eau de mer. Coloration de Giemsa aprés hydrolyse chlorhydrique. 
Gr. environ 8 000. 


8 
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La coloration au Giemsa aprés hydrolyse ménagée et la 
méthode directe de Piéchaud (utilisant léosinate de Wright el 
le bleu de méthyléne) donnent toutes deux d’intéressants résultats, 
La coloration nucléaire révéle, en outre, la libération progres- 
sive des protoplastes. 

Dans les cellules jeunes de Cillobacterium, dont la_ taille 
moyenne est de 3 a 4 » de long sur 1 p ou légerement plus de 
large, il n’existe qu'un ou deux éléments nucléaires. Lorsque la 
cellule vieillit et s’allonge (et dans certaines espéces, elle peut 
dépasser 12 4 15 pw de long), la division nucléaire peut étre impor- 
tante. Il n’est pas rare de rencontrer 8 4 10 éléments nucléaires 
qui peuvent méme s’organiser en filaments intracytoplasmiques. 

A. Fischer, en 1903, a décrit sous le nom de plasmoptysis 
’éjection hors de la cellule de pelites masses sphériques privées 
de leur paroi. Ces corps sphériques correspondent & ceux qui ont 
été décrits et figurés par Prévot, Piéchaud et Thouvenot en 1954 
chez Cillobacterium spatuliformis [2]. Le terme de « protoplaste » 
proposé par Weibull en 1953 n’était pas encore passé dans le 
langage courant [8]. Mais il est bien évident que les corps sphé- 
riques ciliés issus de C. spatuliformis sont des protoplastes émis 
spontanément par vieillissement en bouillon glucosé et il semble 
bien que ce sont ces auteurs qui ont, les premiers, décrit des proto- 
plastes de bactéries anaérobies. 

C’est généralement sous l’action du lysozyme que les proto- 
plastes ont été obltenus par différents auteurs, et la littérature 
mentionne leur production sur des bactéries aérobies telles que 
B. megaterium, B. anthracis ou B. subtilis. 

Les protoplastes des bactéries anaérobies peuvent étre obfenus 
sans recours au lysozyme. Si quelques protoplastes peuvent se 
former spontanément, l’action de leau de mer favorise cette 
émission, et certaines souches de Cillobacterium la présentent 
ainsi dés les premiéres heures. Chez d’autres souches l’apparition 
en est beaucoup plus tardive : au huitiéme jour, au quinziéme jour, 
ou méme seulement au bout d’un mois. 

Le microscope en contraste de phase montre l’existence de 
ces granules sphériques, mais la coloration nucléaire les met plus 


PLANCHE II 


Wie. 5 et Fic. 6. — Libération terminale de protoplastes chez C. multiforme apres 
deux jours (fig. 5) et huit jours (fig. 6) en eau de mer. Coloration de Giemsa 
aprés hydrolyse chlorhydrique. Gr. environ 8 000. 


Fic. 7. -— Libération terminale de protoplastes multiples chez C. moniliforme 
apres un mois de séjour en eau de mer. Gr. environ 8 000. 
Vic, 8. — Libération terminale de protoplastes polynucléés chez C. spatuliformis 


et C. multiforme aprés deux et huit jours en eau de mer. Gr. environ 8 000. 
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facilement encore en évidence ; la chronologie de la libération des 
protoplastes peut ainsi étre reconstituée. 

La formation et l’émission du protoplaste peuvent se produire 
en position latérale ou terminale. 

1° En position médiane se forme une hernie cytoplasmique 
munie d’un élément nucléaire. Sur la méme préparation (sou- 
che O06 A, premier jour d’eau de mer), une autre bactérie montre 
également en position latérale un protoplaste individualisé et 
uninucléé encore accolé a la cellule (pl. I, fig. 3). 

2° Les émissions terminales sont beaucoup plus fréquentes. 
D’une facon générale, l’élargissement de la paroi vidée, colorée 
par le Giemsa, est aussi visible que sur les colorations de Gram. 
Semblant projeté hors de la paroi par l’un des péles, le cyto- 
plasme muni de son appareil nucléaire et entouré de sa seule 
membrane va peu a peu se libérer (pl. I, fig. 4). La cellule 
dépourvue de son enveloppe rigide s’infléchit, se déchire et hbére 
un élément qui s’arrondit et qui n’est autre que le protoplaste 
(pl. II, fig. 5 et 6). Quand un diplobacille ou un filament cons- 
titué de trois cellules ou plus subit le phénomeéne de libération 
protoplastique par voie polaire, il arrive que les protoplastes 
sortent tous ensemble et qu’aprés leur sortie, chaque protoplaste 
muni de son appareil se sépare des autres. Les protoplastes de 
cellules mobiles et ciliées sont généralement encore munis d’un 
ou deux cils. Sur les préparations ces éléments se présentent 
tantot trés proches de la cellule initiale, tantét libres et distants. 


Parmi maints exemples de protoplastes, un long Cillob. monili- 
forme montre aprés un séjour d’un mois dans l’eau de mer : 


1° Une paroi vidée fixée par l’acide osmique au moment ot un 
protoplaste venait d’étre libéré ; 

2° ‘La préformation d’un protoplaste s’apprétant a se débar- 
rasser de sa parol ; 

3° Quelques protoplastes plus éloignés, accolés et sphériques 
(pil. fie. 7). 

Lorsqu’ils ne sont pas altérés, les protoplastes sont uniformé- 
ment colorés et généralement uninucléés. Les protoplastes binu- 
cléés et polynucléés sont plus rares (pl. II, fig. 8). Parfois on 
observe de petites masses sphériques, incolores et réfringentes 
qui correspondent probablement A une désintégration cytoplas- 
mique avancée due a la plasmolyse hypertonique. Enfin, certains 
protoplastes se présentent sous forme de masses anucléées, ce 
sont les « fantémes » décrits par les classiques. 


La formation des protoplastes de Cillobacterium est hautement 
favorisée par le séjour prolongé en milieu hypertonique marin. 
Chez les Sphaerophorus étudiés et sur Welchia perfringens il 
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n’y a apparemment aucune formation de protoplastes. Les germes 
dénués de vie apparaissent sous la forme de cellules a parois 
intactes et non élargies, mais vidées de leur contenu cytoplasmique 
et nucléaire. Ici eau de mer a réalisé une plasmolyse complete 
empéchant toute formation de protoplaste. 


CONCLUSION. 


Les protoplastes ne sont pas un moyen de défense, comme 
A. Fischer avait pu le penser ; ils ne sont qu’un stade intermédiaire 
dans la destruction cellulaire. 

La paroi de la cellule bactérienne ayant comme propriété 
essentielle la perméabilité, la protection et l’équilibre osmotique, 
les protoplastes dépourvus de paroi sont vulnérables et si l’action 
de l’eau persiste, ils sont eux-mémes plasmolysés. 

Cette étude n’est qu’une introduction au probléme de savoir 
pourquoi certains germes résistent mieux que d’autres aux mémes 
conditions défavorables. 

Il faut chercher a savoir les raisons de la survie en eau de 
mer, et déterminer quels sont les organites les plus rapidement 
et les plus facilement atteints. 


Resume. 


La plasmoptysie a été observée sur différentes souches de Cillo- 
bacterium immergées en eau de mer sous anaérobiose. 

La coloration des éléments nucléaires met en évidence les figures 
d’obtention de protoplastes sur ces souches. 

Le milieu hypertonique marin peut réaliser chez d’autres genres 
de bactéries anaérobies une plasmolyse compléte empéchant toute 
formation de protoplaste. 


SUMMARY 


CYTOLOGICAL STUDIES ON THE INFLUENCE OF SEA-WATER 
ON CERTAIN ANAEROBIC BACTERIA. 


« Plasmoptysis » has been observed with different strains of 
Cillobacterium placed in sea-water under anaerobic conditions. 

The staining of nuclear elements shows the formation of proto- 
plasts. 

With other anaerobic bacteria, the hypertonic sea-water medium 
can induce a complete plasmolysis, inhibiting any formation of 


protoplasts. 
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COMMUNICATIONS 


ELEMENTS D’ENQUETE SEROLOGIQUE SUR L’INFECTION 
PAR VIBRIO FCETUS EN FRANCE 


(DEUXIEME NOTE) 


par H. JACOTOT et A. VALLEE 
(avec la collaboration technique de A. LE PRIOL). 


(Unstitut Pasteur, Service de Microbiologie Animale) 


Nous avons présenté dans une premiere note les résultats dune 
enquéte sérologique portant sur un millier de bovidés et quelques 
dizaines d’équidés et de chiens [4]. 

Poursuivant ce travail, nous avons étendu notre prospection a d’autres 
groupes d’animaux et & quelques centaines de personnes, hommes, 
femmes et enfants (1). 

Nous avons fait usage de l’antigéne AMD qui nous avait servi dans 
nos essais précédents et, a titre comparatif, dans un certain nombre 
de cas, de l’antigéne 483 de Florent. 


RESULTATS OBTENUS CHEZ LE porc. — L’enquéte a porté sur 96 porcelets 
au sevrage, 23 porcelets sevrés depuis deux ou trois semaines et 594 porcs 
adultes. Aucun des porcelets au sevrage ne possédait dans son sérum 
trace d’agglutinines susceptibles d’étre mises en évidence, méme 
dans la dilution au 1/30; 4 des 23 porcelets un peu plus agés ont 
donné des séro-agglutinations positives, mais non significatives ; enfin, 
93 p. 100 des porcs males et 95 p. 100 des porcs femelles se sont montrés 
porteurs d’agglutinines. Parmi eux, 10 males et 5 femelles, soit 
2,5 p. 100, ont donné des réactions pouvant entrainer la présomption 
d’infection par Vibrio fetus (+++ ou ++++4+ au 1/480, ++ ou 
+++ au 1/960). 


(1) Nous remercions vivement nos collégues de J’Institut Pasteur, le 
Dr Le Minor et MUe Cateigne, qui ont bien voulu mettre 4 notre disposition 
les sérums humains dont il sera fait état dans cette note. 
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R&SULTATS OBTENUS CHEZ LE vEAU. — L’enquéte a porté sur 456 veaux 
ayant de 2 A 5 mois, envoyés a l’abattoir. Parmi eux, 94 p. 100 des 
males et 93 p. 100 des femelles possédaient des sérums agglutinant 
Vantigene vibrionien, mais aucun 4 une dilution devant entrainer la 
présomption d’infection. Rappelons 4 ce propos que dans un ensemble 
d’un millier de bovidés adultes nous avons dénombré, il y a quelques 
années, 182 sujets, soit 19 p. 100, dont le sérum agglutinait nettement 
au 1/480 ou au 1/960. 


RESULTATS OBTENUS CHEZ LE MouTOoN. — L’enquéte a porté sur 215 mou- 
tons adultes provenant d’abattoirs parisiens. Les sérums de 198 d’entre 
eux, soit 92 p. 100 de l’ensemble, agglutinaient l’antigéne vibrionien, 
mais 3 seulement (2 brebis et 1 mouton), soit 1,39 p. 100, 4 un titre 
significatif (antigene AMD seulement). 


R&SULTATS OBTENUS CHEZ LA POULE. — L’enquéte a porté sur 316 volailles 
adultes, coqs ou poules, les unes, de race Leghorn, provenant d’une 
méme exploitation de Seine-e-tOise, les autres de races diverses, pro- 
venant d’élevages fermiers du Loiret. Leurs sérums se sont montrés 
agglutinants 4 des taux divers, pour l’antigéne AMD dans la proportion 
de 90,1 p. 100 et pour l’antigéne 483 dans la proportion de 88,9 p. 100 ; 
parmi ces sérums 18 p. 100 possédaient un titre agglutinant relative- 
ment élevé vis-a-vis de l’antigéne AMD et 10 p. 100 vis-a-vis de l’anti- 
gene 483. 


RESULTATS OBTENUS GHEZ LE PIGEON. — L’enquéte a porté sur 102 pigeons 
provenant du Loiret ; les sérums de 10 d’entre eux agglutinaient ou 
lun des deux antigénes ou l’un et l’autre de ces antigénes, mais 
a des taux sans signification ; il est & remarquer que les 10 oiseaux 
dont il s’agit avaient cohabité avec des poules dans une voliére, pendant 
un certain temps. 


RESULTATS OBTENUS CHEZ LE LAPIN. — L’enquéte a porté sur 201 lapins 
en provenance du Loiret ; les sérums de 21 d’entre eux agglutinaient 
Vantigéne AMD, les sérums de 8 l’antigéne 483 ; aucun d’eux n’agglu- 
tinait 4 la fois Yun et l’autre antigéne et aucun ne présentait un titre 
significatif. 


RESULTATS OBTENUS CHEZ LE SINCE. — L’enquéte a porté sur 212 cyno- 
céphales en provenance de Guinée ; lorsque les prises de sang ont été 
faites ces singes avaient de quelques semaines A quelques mois de 
captivité. Les sérums de 192 d’entre eux, soit 90,5 p. 100, agglutinaient 
l’antigéne vibrionien, mais un seul A un taux élevé (antigéne 483 au 
1/960). 


RESULTATS OBTENUS CHEZ L’HOMME. — L’enquéte a porté sur 12 nour- 
rissons, 125 enfants de moins de 13 ans et 525 adultes dont 40 ayant 
de 60 4 80 ans. Aucune trace d’agglutinine n’a été décelée chez les 
nourrissons ; 20 p. 100 des enfants et 30 p. 100 des adultes en possé- 
daient ; parmi ces derniers, 2 hommes ont donné des sérums agelu- 
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tinant totalement au 1/240, l’un vis-a-vis de l’antigéne AMD, l’autre 
vis-a-vis de l’antigéne 483 ; la suspicion d’infection porterait ainsi sur 
3,8 p. 1000 de sujets examinés. Le pourcentage de sérums contenant 
des agglutinines 4 des taux non significatifs a été de 24 pour les sérums 
masculins, de 32 pour les sérums féminins, de 25 pour les vieillards. 


TasLeau I. 


res Dénombrement selon la plus forte Agelutinatd 
sence) dilution déterminant hemi se Gi! UG 
Sujets examinés Nombre| a’ agglu} q? ag pga ye meaty tate . ou subtotale au : 


‘antigéne AMD 


antigane 483 


Nourrissons 


Enfants 


Adultes 


1) Parmi ces 90 poules, 6 possédaient des agglutinines décelables au 1/1920 

et 7 des agglutinines décelables au 1/3840 ; 2) Parmi ces 58 poules, 14 possé- 

daient des agglutinines décelables au 1/1920 et 5 des agglutinines décelables 
au 1/3840; 3) En présence de l’antigéne 483. 


OBERVATIONS CONCERNANT LE PHENOMENE DE ZONE. — Nous avons observé 
ce phénoméne neuf fois (sur 456) chez les veaux, cinquante-quatre fois 
(sur 594) chez des porcs adultes et vingt-deux fois (sur 316) chez les 
poules. 


OBSERVATIONS CONCERNANT L’INFECTION BRUCELLIQUE. — En méme temps 
qu’on les mettait en présence de l’antigéne vibrionien, les sérums 
étaient mis en présence d’un antigéne brucellique. La réaction de 
Wright a été totalement négative (au 1/20 et au-deld) pour tous les 
sérums humains, tous les sérums de singes, de moutons, de veaux 
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(de 2 4 5 mois), de porcelets et de porcs adultes, excepté un (porc 
male: ++++ au 1/20), de lapins et de pigeons. Au _ contraire, 
44 sérums de poules se sont montrés agglutinants 4 des degrés divers ; 
parmi eux, 21 donnaient une agglutination totale au 1/20 et 2 au 1/40. 


Résumé. — Une enquéte sérologique menée parmi des animaux de 
diverses espéces a montré que 90 p. 100 environ des porcs, veaux, 
moutons, singes et poules possédent des anticorps agglutinants pour 
l’antigéne vibrionien ; par contre, rares sont les lapins et les pigeons 
chez lesquels on peut déceler de telles agglutinines. Chez homme, 
la proportion des sujets positifs est de 0 p. 100, 20 p. 100 ou 30 p. 100 
selon qu’on considére le nourrisson, l’enfant ou d’adulte. Il est évident 
qu’il existe dans le milieu naturel des agents microbiens possédant 
avec V. foetus une ou plusieurs fractions antigéniques communes. 

Dans Ja plupart des groupes ci-dessus mentionnés, le nombre de 
sujets dont le sérum agglutine 4 une dilution pouvant entrainer la 
présomption d’infection vibrionienne est trés faible, infime ou nul. 
Exception doit étre faite pour les poules particulicrement exposées, de 
par la maniére dont elles s’alimentent, aux contaminations par le sol 
et les déjections ; c’est d’ailleurs parmi elles aussi qu’ont été trouvés 
les cas les plus nombreux d’infection ou de suspicion d’infection 
brucellique. 


SUMMARY 


SEROLOGICAL sTUDIES ON Vibrio foetus INFECTIONS IN FRANCE. 


A serological study of animals belonging to different species shows 
that the sera of 90% swine, calves, sheep, monkeys and chicken 
contain antibodies ageglutinating V. foetus. These agglutinins are seldom 
present in rabbits ans pigeons. 

In man, the percentage of positive reactions is : 0 in infants, 20 % in 
children, 30 % in adults. 

These findings prove that in the natural environment microbial 
agents probably exist possessing one or several antigenic fraction in 
common with V. feetus. 
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RECHERCHES SUR L’IMMUNISATION CROISEE 
« MALADIE,;DE CARRE-PESTE BOVINE» CHEZ LE LAPIN 


par P. GORET, P. MORNET, Y. GILBERT, C. PILET 
et G. ORTH. 


(Laboratoire de Microbiologie, Ecole Vétérinaire d’Alfort, 
et Laboratoire Central de UElevage a@ Dakar) 


A la suite de la mise en évidence par Polding et Simpson [12] d’une 
immunité croisée active entre la peste bovine et la maladie de Carré, 
chez le chien, nous avons pu vérifier et confirmer formellement le fait 
chez le furet et établir l’existence d’une immunité croisée réciproque : 
maladie de Carré-peste bovine chez les bovins [3, 4, 5, 40]. 

Dans des essais ultérieurs il nous a été donné de démontrer la 
neutralisation du virus de Carré en ovoculture et chez le furet par le 
sérum contre la peste bovine préparé chez les bovins [6, 7]. 

Plus récemment, Polding, Simpson et Scott [413], reprenant et éten- 
dant leurs premiers essais, confirment leurs résultats mais échouent 
dans leurs essais d’immunisation des veaux contre la peste bovine 
& Vaide du virus de Carré (1). Ils indiquent, en outre, l’absence de 
protection du chien contre la maladie de Carré 4 l’aide du sérum contre 
la peste bovine, mais en revanche reconnnaissent au sérum des chiens 
guéris de la maladie de Carré la propriété de neutraliser le virus bovi- 
pestique lapinisé. 

Poursuivant nos recherches sur cette curieuse parenté immunologique 
qui s’étend, on le sait, au virus morbilleux, nous avons cherché, d’une 
part 4 immuniser activement le lapin contre le virus bovipestique 
lapinisé 4 l’aide du virus de Carré et, d’autre part, 4 neutraliser le 
méme virus par le sérum de Carré. 


MATERIEL ET METHODES. 


Virus de Carré. — La souche de virus de Carré adoptée pour l’immu- 
nisation des lapins est un virus entretenu par lun de nous aprés de nom- 
breuses années par passages en série sur furet [2]. Les animaux sont 
sacrifiés A la période agonique, la rate est prélevée, pesée, broyée et mise 
en suspension en eau physiologique 4 des taux variables en vue de J’ino- 
culation immédiate des lapins. 

En outre, deux souches de virus de Carré avianisé lyophilisé ont été 
associées dans le méme but: souche Pittmann-Moore (Institut Francais de 
la Fiévre Aphteuse, Lyon) et souche de l'Institut Pasteur de Paris. 

Virus bovipestique lapinisé. — La souche de virus bovipestique utilisée 
est celle de Nakamura (III) entretenue au Laboratoire Fédéral de ]’Elevage 


(1) Cet échec peut étre da au fait que la quantité de virus de Carré inoculé 
fut insuffisante et que du virus d’origine canine fut utilisé. Nos propres 
expériences démontrent en effet la nécessité de Vinoculation d’une quantite 
importante de virus-furet pour obtenir Vimmunité du veau [40]. 
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de Dakar [9] dont la dose minima infectante 4 50 p. 100 est de 10—* g pour 
le lapin. Les animaux inoculés par voie veineuse et soumis a des prises 
de température quotidiennes sont sacrifiés au quatriéme jour. On utilise 
pour l’épreuve des lapins, le sang ou la rate prélevés et immédiatement 
inoculés 4 des doses variables. 


Sérum contre la maladie de Carré. — Plusieurs types de sérums ont été 
ulilisés pour la neutralisation du virus lapinisé: du sérum « homologue » 
de chiens et de furet hyperimmunisés, des sérums « hétérologues » de bovin 
et de cheval également hyperimmunisés. A titre de témoin nous disposons 
de sérum de furet neuf et d’un veau de Guinée neuf réceptif 4 la peste 
bovine. 


Immunisation ef épreuve des lapins. — Des lapins de 1,500 g environ ont 
été inoculés avec des doses variables de virus de Carré frais ou avianisé 
par voie péritonéale ou musculaire. Ils sont éprouvés quinze jours a un 
mois plus tard par inoculation intraveineuse ou intramusculaire de quan- 
tités variables de virus lapinisé. Les réactions thermiques, le sacrifice et la 
recherche des lésions spécifiques et éventuellement l’inoculation de sang 
ou de rate des sujets sacrifiés A des sujets neufs temoignent de ]’évclution 
de linfection chez les animaux d’expérience. 


R&SULTATS. 


Ie Essais dimmunisation du lapin contre le virus bovipestique 
lapinisé par inoculation du virus de Carré. Echec. 


Expérience 1. — Onze lapins regoivent dans le péritoine 20 mg de 
rate infectée, 4 deux reprises les 24 et 29 octobre 1958. Ils sont éprouvés 
le 23 novembre par inoculation intraveineuse de 1 ml de sang virulent. 

Tous les animaux réagissent (courbe thermique atteignant ou dépas- 
sant 41°). Trois animaux survivants recoivent le 3 février 1 ml de sang 
virulent par voie veineuse et ne présentent aucun trouble et aucune 
hyperthermie. 


Expérience 2, — Vingt lapins recoivent par voie péritonéale & deux 
reprises les 16 et 18 janvier 1959, 20 mg de rate infectée de furet. 

Ils sont éprouvés le 3 février par inoculation intraveineuse de 0,1 ml 
d’un mélange a parties égales de sang virulent et de suspension 
a 20 p. 100 de rate infectée de lapin. 

Quinze lapins neufs témoins sont inoculés de la m¢me maniere. 

Tous les animaux réagissent (hyperthermie atteignant ou dépassant 
41°) et plusieurs d’entre eux succombent. Les animaux morts ou 
sacrifiés présentent des lésions caractéristiques et aussi intenses que 
les témoins. 

Trois lapins neufs recoivent par voie veineuse 1 ml de sang prélevé 
sur 3 lapins « immunisés » réagissants et sacrifiés. Les trois animaux 
réagissent, sont sacrifiés, et l’autopsie révéle des lésions spécifiques 
univoques. 


Expérience 3. — A. Quinze lapins recoivent par voie péritonéale 
4 trois reprises, les 12, 14 et 22 février 1959, respectivement 0,22; 
0,06 g¢ et 0,025 2 de rate virulente de furet. ‘ 


B. Treize lapins recoivent par voie musculaire 4 trois reprises, les 
23, 25 et 28 février 1959, 25 mg de rate virulente de furet. 
Tous ces animaux sont éprouvés le 13 mars par inoculation de 0,01 mg 


SOCIBTE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 607 


d’un mélange a parties égales de sang virulent et de suspension 
a 20 p. 100 de rate infectée de lapin. 

Sept lapins du lot A et 7 lapins du lot B sont éprouvés par voie 
intraveineuse. 

Huit lapins du lot A et 6 lapins du lot B sont éprouvés par voie 
musculaire. 

En outre, 6 lapins témoins regoivent la méme dose de virus bovi- 
pestique lapinisé par voie veineuse et 6 autres par voie intramusculaire. 

Tous les animaux réagissent (hyperthermie, lésions, contréle de la 
virulence des organes). 


Expérience 4. — Dix lapins recoivent par voie musculaire 4 deux 
reprises deux doses vaccinales « chiens » (soit 20 g de membrane chorio- 
allantoidienne) les 1 et 5 juin 1959. 

Ils sont éprouvés le 23 juin: 5 animaux recoivent par voie mus- 
culaire 1 ml d’une suspension 4 1.10—* de rate virulente et les cing 
autres, par la méme voie, 1 ml d’une suspension 4 1.10—*. Deux témoins 
sont inoculés dans les mémes conditions. 

Tous les animaux réagissent (hyperthermie, lésions, contréle de la 
virulence des organes). 


Conciusions. — Le virus de Carré inoculé a fortes doses simples ou 
répétées par voie péritonéale ou musculaire ne protége pas le lapin 
contre des doses méme faibles de virus bovipestique lapinisé adminis- 
trées par voie veineuse ou musculaire. 


II. — Neutralisation du virus bovipestique lapinisé par le sérum 
contre la maladie de Carré. 


Technique de séro-neutralisation. — Deux techniques ont été utili- 
sées conjointement : 

1° La technique de Huard, André et Fournier [8] A sérum constant 
et virus variable ; 

2° La technique de Scott et Brown [44] a virus constant et sérum 
variable. 


A) Technique de Huard, André et Fournier. — Deux séries de titrages 
ont été effectuées, lune a l'Institut Pasteur de Nha-Trang par notre 
collégue M. Huard (2) et l’autre au Laboratoire Central de |’Elevage 
4 Dakar. Les tableaux I et II résument l’ensemble des résultats obtenus, 
qui groupent les titrages effectués respectivement au cours de deux et 
trois expériences. 

Malgré les résultats divergents d’une série d’essais 4 l’autre, on voit 
que le virus bovipestique lapinisé est neutralisé par le sérum contre la 
maladie de Carré. 


B) Technique de Scott et Brown (virus constant-sérum variable), — 
Le tableau III collationne les résultats obtenus au cours de sept essais. 
Cette technique, plus sévére que la précédente, ne permet pas de tirer 
des conclusions aussi nettes et certains résultats paradoxaux génent 
lappréciation. Toutefois il ressort de l’examen des résultats que les 
sérums contre la maladie de Carré d’origine canine, équine ou bovine 


(2) A qui nous adressons nos bien vifs remerciements. 
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Tanteau I. — Neutralisation du virus bovipestique lapinisé par le 

sérum contre la maladie de Carré (technique de Huard, André 
et Fournier). Titrage effectué a Nha-Trang. 


DILUTION du VIRUS 


SERUMS 


Sérum anti-maladie de 


Carré(sérum homologue de 
chien) 


Témoin virus seul. 


Le chiffre marqué au numérateur indique le nombre de lapins réagissant a Vinocu- 
lation du virus bovipestique lapinisé. Le chiffre marqué au dénominateur indique 
le nombre total de lapins receyant le mélange sérum-virus. 


Tanreau Il. — Neutralisation du virus bovipestique lapinisé par le 
sérum contre la maladie de Carré (technique de Huard, André 
et Fournier). Titrage effectué a Dakar. 


DILUTION du VIRUS 
aa 
10-3 | 10-4 | 10-5 


[ SERUMS 


10-2 


29'4'P. 


Sérum Carré 


Sérum Carré |.P, 


Témoin bovin neuf 


Témoin sérum PB. 0/4 


Témoin virus seul 


4/4 evs | 7/8 | 4 
if | /6 


Numérateur = nombre de lapins réagissant 4 limoculation de virus bovipestique 
lapinisé. Dénominateur = nombre total de lapins recevant le mélange sérum-yirus. 
— 594 P = Sérum de veau neuf (vyeau de Guinée) hyperimmunisé par injections 
répétées de virus de Carré ; Sérum Carré = Sérum de chien hyperimmunisé contre 
le virus de Carré ; Sérum Carré 1 P. = Sérum de cheval hyperimmunisé contre 
le virus de Carré (Institut Pasteur, Paris) ; Sérum furet Carré = Sérum de furet 


vacciné, puis hyperimmunisé contre le virus de Carré; Sérum PB = Sérum de 
boyin hyperimmunisé contre la peste bovine ; Sérum PB (VL) = Sérum de lapin 
hyperimmunisé contre le yrus bovipestique lapinisé ; Sérum bovin neuf = Sérum 


de veau neuf (veau de Guinée) ; Sérumv furet neuf = Sérum de furet sain. 


sont capables de neutraliser 4 faible dilution, 50 4 100 DMI de virus 
bovipestique lapinisé sur un nombre important de lapins. 


Discussion. — I] ressort de nos essais que le virus de la maladie de 
Carré se montre incapable de protéger le lapin contre le virus bovi- 
pestique lapinisé alors qu’il immunise sans conteste le veau contre le 
virus sauvage. 

Comme par ailleurs, le virus bovipestique sauvage ou lapinisé immu- 
nise le furet contre le virus de Carré, il est permis de se demander 
si le virus lapinisé ne présente pas pour le lapin des caractéres parti- 
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Tasieau ll. — Neutralisation du virus bovipestique lapinisé par le 
sérum contre la maladie de Carré (tehnique de Scott et Brown). 


DILUTION DU SERUM Nombre de DMI 


l= (virus lapinise ) 
1/18 |1/50 | 1/100} 1/250}1/1000}1/1250] par titrage 


SERUMS 


59:4 P 


Sérum Carré 
Ie 


Témoin sérum PB. 1/8 0/4 50 


Témoin sérum PB.(VL) 2/2 


Témoin sérum bovin 
neuf 


594P 


Sérum Carré |.P. 


Sérum furet Carré 


Témoin sérumPB. 0/4 | 1/2 | 074 | 272 100 


Témoin sérum PB.(VL) 
Témoin sérum bovin 
neu 

Témoin sérum furet 
neuf. 


SIS 


0/3 | 0/3 0/3 


Témoin sérum PB,(VL) 500 


| Témoin sérum bovin 
neuf: 


Mémes légendes que tableaux I et H. 


culiers dus 4 une adaptation de plus en plus étroite du virus. Cette 
hypothése se justifie d’autant plus que si l’immunisation du _ lapin 
contre son propre virus semble assez bien mais irréguliérement assurée 
par le virus bovipestique sauvage [4, 44, 46], Scott [45] vient de 
démontrer que le virus capripestique était incapable d’engendrer 
Vimmunité du lapin vis-a-vis du virus lapinisé. 

Il ne saurait donc surprendre a priori que la méme constatation soit 
faite avec le virus de Carré. 

Cependant, la neutralisation du virus bovipestique lapinisé par le 
sérum contre la maladie de Carré, déja constatée par Polding, Simpson 
et Scott [13], a pu étre confirmée. 


ConcLusions. — 1° Le virus de la maladie de Carré n’immunise pas 
le lapin contre le virus bovipestique Japinisé. 

2° Le sérum contre la maladie de Carré neutralise le virus bovi- 
pestique lapinisé. 


SUMMARY 


STUDIES ON CROSSED IMMUNIZATION BETWEEN DISTEMPER AND BOVINE PEST 
IN RABBITS. 


1. Distemper virus does not immunize rabbits against rabbit-adapted 
bovine pest virus. 
2. Anti-distemper serum neutralizes rabbit-adapted bovine pest virus. 
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APPARITION ET DUREE DE L’IMMUNITE 
CONTRE LA MALADIE DE CARRE CONFEREE AU FURET 
PAR LE VIRUS LAPINISE DE LA PESTE BOVINE 


par P. GORET, GC. PILET, M. GIRARD et T. CAMARA. 


(Laboratoire de Microbiologie, Ecole Vétérinaire d’Alfort) 


Dans la note précédente [4] nous avons montré que l’immunilté 
croisée réciproque maladie de Carré-peste bovine, constatée chez le 
chien, le boeuf et le furet, ne se vérifiait pas chez le lapin éprouvé 
par le virus lapinisé. 

Il était intéressant de rechercher si l’immunité conférée au furet 
par le virus bovipestique lapinisé était une immunité vraie, ou si la 
protection constatée était le fait du phénoméne d’interférence. Dans 
ce but deux séries d’expériences ont été effectuées. La premicre s’est 
poursuivie de décembre 1958 A novembre 1959 et avait pour but de 
rechercher la durée de l’immunité; la seconde s’est déroulée en 
décembre 1959. 


MATERIEL ET METHODE. 


Les virus et virus-vaccins utilisés sont constitués par les souches dont 
nous avons a plusieurs reprises indiqué les caractéres [4] et sur lesquels il 
n’y a pas lieu de revenir. 
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1° RECHERCHE DE LA DUREE DE L’IMMUNITE. — Des furets recoivent par voie 
musculaire 2 ml de sang virulent de lapins infectés par le virus bovipestique 
lapinisé. Is sont isolés et éprouvés par ‘le virus de Carré virulent inoculé 
sous la peau a la dose de 1 mg [1000 DMI] (1), dans des délais variables 
(dun & onze mois et demi aprés Vinoculation), en méme temps que des 
sujets témoins neufs et des furets immunisés par le virus de Carré avianisé. 


2° RECHERCHE DE L’INTERFERENCE. — Cinquante furets recoivent par voie 
musculaire 2 ml de sang virulent de lapins infectés par le virus bovipestique 
lapinisé. Hs sont éprouvés par le virus de Carré virulent inoculé sous la 
peau A la dose de 1 mg [1000 DMI] (1), par groupe de 4 ou de 2, du 
premier au quinziéme jour aprés l’insertion du virus bovipestique lapinisé, 
en méme temps que des témoins. 


RESULTATS. 


Les tableaux I et II rendent compte de nos résultats. 

Leur examen révéle : 

1° Que Vimmunité conférée au furet par le virus bovipestique lapi- 
nisé est une immunité vraie, solide et durable, puisqu’elle s’étend au 
moins jusqu’A onze mois et demi aprés l’inoculation et permet a |’ani- 
mal de résister 4 1000 DMI de virus de Carré ; 


Tasieau I. 
Pepccusalaerincculanan Nombre de furets inoculés Furets 
eevee bovipestique la- | @t €prouvés. témoins | 
2 4 ph deb HE 
S | 4 ih pe | 1h 
2 os toh fof rH 
5 4 Shhh fe 
| 6 4 Soh th oy 
[ if 4 Sh bh as | 
8 oy Shhh 3 
9 4 Shhh Dalal 
10 ; | 4 Hoh bh | oo 
| ut 2 | S.S oS 
[ 12 I 2 Woke SiSee a) a) 
13 2 Sie ro 
14 i 2 Sus a 
8 | & Sn | a 


(1) S=survie Hh=mort 


(1) Rate virulente. 
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Tasieau II. 


> (1) 
Nombre de furets Resultats 


immunisés 


Date de 
- ‘immuni-| Date de Délai 
par le virus | par le virus | sation. l'épreuve 


bovipestique| de Carré 
lapinisée avianisée Bee eealecenisarelnamonelresultars 


Furets vaccinés | Furets vaccinés | Furets 
por VL par C.A. 


23-12-58 


26-1-59 


19-2-59 


24-11-58 
18- 4-59 


13-6-59 


10-11-59 


(1) VL=viruslapinisé C.A.=virus Carré avianisé S= Survie ‘H = mort 


2° Que Vimmunité est complete au onziéme jour aprés l’inoculation ; 
3° Qu’a partir du cinquiéme jour une certaine protection s’exerce 
sur un faible nombre de furets. 


Discussion — I] serait possible que la protection observée 4 partir du 
cinquiéme jour se révéle plus nettement si la dose de virus d’épreuve 
inoculée était plus faible. L’apparition de limmunité serait donc 
assez précoce. 

Il est également possible qu’en inoculant des quantités plus faibles 
de virus d’épreuve le phénoméne d’interférence puisse étre décelé, 
alors que dans nos conditions expérimentales il ne parait pas intervenir 
dans le mécanisme de la résistance des animaux. 

Nous nous employons 4 vérifier ces divers points et a rechercher 
Vexistence et le moment d’apparition des anticorps neutralisant le 
virus de Carré aprés inoculation du virus bovipestique lapinisé au furet. 


ConcLusions — Ces essais d’immunisation active démontrent dés 
maintenant que la protection vis-A-vis du virus de Carré conférée au 
furet par le virus bovipestique lapinisé est le fait d’une immunité vraie, 
ainsi qu’en témoignent son apparition, sa durée et sa solidité. 


SUMMARY 


APPEARANCE AND DURATION OF IMMUNITY AGAINST DISTEMPER 
IN FERRETS IMMUNIZED WITH RABBIT-ADAPTED BOVINE PEST VIRUS. 


The experiments show that the protection induced in ferrets by 
rabbit-adapted bovine pest virus is due to an actual immunity : this is 
proved by its appearance, duration and stability. 
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UN NOUVEAU CAS 
DE PSEUDO-TUBERCULOSE HUMAINE 
CONFIRMEE PAR L’ISOLEMENT DE LA SOUCHE 
D’ADENOPATHIES MESENTERIQUES 


par H. BEERENS. 


Unstitut Pasteur de Lille) 


Dans un récent travail, Girard et coll. [4] ont signalé un cas d’adéno- 
pathie mésentérique a Pasteurella pseudo-tuberculosis dépisté par séro- 
agglutination. Cette technique est bien connue depuis les travaux de 
Knapp. Elle parait sensible et fidéle, mais n’apporte pas au diagnostic 
une. certitude absolue. L’isolement de ]’agent causal, par contre, donne 
Ya preuve indiscutable de létiologie de cette infection, mais il est 
encore exceptionnel en France. 

La rareté de telles observations nous a incité a publier les caractéres 
de la souche isolée dans le Service de Bactériologie Médicale de 1’Institut 
Pasteur de Lille d’un cas d’adénite mésentérique aigué décrit par 
Ingelrans et coll. [2]. 

Il s’agit d’un enfant de 7 ans présentant un syndrome douloureux 
de la fosse iliaque droite, accompagné de vomissements et de consti- 
pation ; on note 4 ce moment une température 4 38° et une défense 
pariétaJe localisée. Devant ce tableau rappelant celui de l’appendicite 
aigué, le chirurgien intervient immédiatement. Il trouve un appendice 
long, adhérent, rétro-cecal, mais il est surtout frappé par la présence 
de nombreuses adénopathies mésentériques. 

L’un des ganglions nous est envoyé pour examen bactériologique. Un 
fragment broyé stérilement est inoculé dans un milieu liquide de 
Rosenow et sur deux tubes de gélose au sang de cheval incubés en 
atmosphére de 10 p. 100 de CO,,. 

En vingt-quatre heures le milieu liquide vire au rouge par fermen- 
tation du glucose et quelques petites colonies transparentes (0,5 mm 
de diamétre) apparaissent sur le milieu gélosé. I] s’agit d’un bacille 
4 Gram négatif, dont les caractéres morphologiques et culturaux per- 
mettent de lapparenter & la famille des Parvobacteriaceae. Les 
recherches complémentaires mettaient en évidence les propriétés bio- 
chimiques suivantes : 

a) La mobilité en gélose molle, nulle A 37°, est positive 4 la tempé- 
rature du laboratoire mais ne se manifeste qu’aprés trois ou quatre 
jours ; 

b) Glucose, lévulose, galactose, arabinose, xylose, rhamnose, glycérol 
sont fermentés sans gaz ; lactose et saccharose ne le sont pas ; 

c) Absence d’indole et de SH, ; le citrate de sodium n’est pas utilisé ; 
l’acétoine non produit ; 
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d) Pas de culture en bouillon bilié 4 40 p. 100; 

e) L’urée (Stuart) est hydrolysée en vingt-quatre heures. 

L’inoculation au cobaye par voie sous-cutanée de 1 ml d’une culture 
en bouillon diluée au 1/10 provoque la mort de ]’animal en cinq jours 
avec des lésions typiques de pseudo-tuberculose. Le germe est retrouvé 
dans Je sang du coeur. 

Ces recherches permettent donc d’identifier avec certitude le hacille 
a Gram négatif isolé. Il s’agit d’une Pasteurella pseudo-tuberculosis. 
Le typage sérologique a été ultérieurement effectué par le D* Girard, 
Chef de Service A l'Institut Pasteur de Paris, que nous remercions. II 
indique son appartenance au type I, le plus fréquent en France. 

Signalons encore que le sérum du malade agglutine la Pasteurella 
vivante a la dilution de 1 p. 320. 

La sensibilité de la souche aux antibiotiques les plus utilisés, déter- 
minée par la méthode des dilutions en milieu liquide d’Eberson, est 
la suivante : 

Pénicilline : sensible A 2,5 U. O./ml, résistante & 1 unité. 

Streptomycine : sensible 4 1 yg/ml. 

Terramycine : sensible 4 5 yg/ml, résistante 4 2,5 ug/ml. 

Auréomycine : sensible 4 5 pg/ml, résistante 4 2,5 ug/ml. 

Chloramphénicoj : sensible 4 1 pg/ml. 

Erythromycine : résistante 4 50 ng/ml. 

Ainsi se trouve confirmé l’intérét de recherches bactériologiques sys- 
tématiques dans les adénopathies mésentériques découvertes au cours 
d’une intervention. Il est regrettable qu’elles soient relativement peu 
demandées par les chirurgiens ; elles permettraient peut-étre d’imputer 
aux Pasteurella un rdéle important dans ces affections dont 1]’étiologie 
est encore insuffisamment connue. 


RESUME. 


A partir de ganglions mésentériques découverts au cours d’une inter- 
vention pour appendicite, une souche de Pasteurella pseudo-tuber- 
culosis est isolée. Les caractéres de la souche sont décrits. 


SUMMARY 


A NEW CASE OF HUMAN PSEUDO-TUBERCULOSIS EVIDENCED BY INOCULATION 
OF THE STRAIN CULTURED FROM INFECTED MESENTERIC NODES. 


A strain of Pasteurella pseudo-tuberculosis has heen isolated from 
mesenteric nodes, discovered in the course of a surgical appendicitis 
operation. The properties of the strain are described. 
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ETUDE DE L’ACTIVITE ANTITUBERCULEUSE 
DE LA KANAMYCINE 
SUR 142 SOUCHES DE BACILLES TUBERCULEUX 


par J. AUDRIN. 


(Laboratoire du Sanatorium Rhéne-Azur, Briangon [Hautes-Alpes]) 


Nous avons mesuré l’activité de la kanamycine sur 142 souches de 
bacilles tuberculeux isolées chez des malades en traitement au Sana- 
torium Rhéne-Azur. 

116 d’entre elles concernaient des malades qui n’avaient jamais 
recu de kanamycine, et 26 d’entre elles provenaient de cultures effec- 
tuées mensuellement chez 9 malades en cours de traitement par cet 
antibiotique. 

Les mesures ont été effectuées par la méthode indirecte en repiquant 
les souches provenant de primocultures sur des tubes de milieu de 
Jensen (17 x 170) contenant 1l’antibiotique. 

Nous préparions ces tubes par imprégnation de l’antibiotique en sur- 
face selon la méthode classique, puis nous avons abandonné cette 
technique pour préparer les séries de milieu par inclusion de l’anti- 
biotique dans la masse du milieu avant la coagulation 4 +84° pendant 
vingt minutes. 

Voici quels sont les résultats de cette étude : 


I. — 73 souches ont été isolées chez des malades qui n’avaient 
jamais recu de kanamycine. Ces souches ont été repiquées sur des tubes 
préparés par imprégnation en surface. Nous avons pratiqué des ense- 
mencements riches (colonies incomptables sur le tube témoin) et 
effectué les lectures vers le dixiéme jour. Un essai préliminaire sur une 
souche H37Rv, sensible & tous les antibiotiques, nous a incité a com- 
mencer nos essais avec la gamme suivante, semblable A celle de la 
streptomycine : 1, 2, 5, 10 et 50 ng de kanamycine par centimétre carré 
de milieu. 

Ces concentrations sont exprimées en kanamycine-base. 

11 souches n’ont poussé que sur le témoin. Parmi elles, 6 étaient 
entiérement sensibles 4 la streptomycine, au PAS, INH et 1314 Th; 
5 étaient résistantes partiellement ou en totalité a l’un de ces antibio- 
tiques ou a plusieurs. 

31 souches avaient poussé en présence de 1 wg de kanamycine. 
10 étaient sensibles aux autres antibiotiques et 21 leur étaient plus 
ou moins résistantes. 

31 souches avaient poussé en présence de 2 wg de kanamycine. 
13 étaient sensibles aux autres antibiotiques et 18 leur étaient plus 
ou moins résistantes. 8 de ces souches avaient, en présence de 5 yg de 


kanamycine, donné quelques colonies. 
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Il. — 43 souches isolées chez des malades qui n’avaient jamais recu 
de kanamycine, ont été repiquées sur des tubes préparés par inclusion 
de l’antibiotique. 

Nous pratiquons maintenant des ensemencements beaucoup plus 
légers (environ 500 colonies sur les tubes témoins) et nous faisons deux 
lectures, une au dixiéme jour et une au vingti¢me jour. L’étude des 
résultats précédents nous a poussé a changer la gamme qui est devenue 
la suivante : 5, 10, 20 et 50 wg de kanamycine par millilitre de milieu. 

Des 10 souches qui n’ont poussé que sur le témoin, 2 étaient sen- 
sibles A tous les antibiotiques et 8 leur étaient plus ou moins résis- 
tantes. 

8 souches sensibles aux autres antibiotiques ont poussé sur le tube 
5 ug, dont 3 seulement entre le dixiéme et le vingti¢me jour, et 
18 souches résistantes aux autres antibiotiques dont 15 entre le dixiéme 
et le vingtiéme jour. 

Sur le tube contenant 10 wg de kanamycine par millilitre, 5 souches 
sensibles aux autres antibiotiques et 2 souches résistantes avaient 
poussé au vingtiéme jour. A la premiére lecture elles n’avaient donné 
de colonies que sur le tube 5 pg. 

Donc, a la lecture du dixiéme jour, 36 souches étaient sensibles 
4 moins de 5 wg de kanamycine par millilitre et 7 4 moins de 10 pg/ml. 
Il faut noter que les tubes qui ne poussent qu’apres le dixiéme jour 
présentent un nombre de colonies inférieur & celui du tube témoin 
(environ 50 p. 100). 


III. — Mesure de Ja sensibilité de 26 souches isolées chez 9 malades 
en cours de traitement. 

Chez 4 d’entre eux, nous n’avons pas noté de changement de l’anti- 
biogramme & la kanamycine effectué avant le traitement et ceux effec- 
tués aprés le premier, le deuxiéme, le troisitme et le quatri¢éme mois. 
Chez 5 malades, nous avons, par contre, noté l’apparition d’une résis- 
tance. 

Ces malades étaient positifs 4 l’examen direct. 

3 d’entre eux étaient résistants avant le traitement 4 : streptomycine, 
PAS ou INH ; ils étaient sensibles 4 1314 Th et kanamycine. 

Pas de changement aprés le premier et le deuxiéme mois du traite- 
ment, mais les souches isolées au troisitme mois résistent & 50 pg 
de kanamycine. 

Les 2 autres malades n’étaient sensibles qu’ la kanamycine. Une 
résistance & 50 ug apparait pour les 2 souches au troisitme mois du 
traitement. 

Les 4 autres malades qui étaient aussi assez fortement résistants 
aux antibiotiques courants sont encore sensibles 4 la kanamycine au 
quatriéme mois de traitement. 


IV. -— Tl ressort de 1’étude des résultats que nous venons de rapporter 
les faits suivants : 

a) Il n’y a pas de résistance croisée entre la kanamycine et les anti- 
biotiques courants : DHS, PAS, INH et 1314 Th. Chez des malades for- 
tement bacillaires et résistants aux autres antibiotiques, une résistance 
brusque et élevée apparait rapidement, ce qui n’est pas pour nous 
étonner. Mais il est assez remarquable, comme l’ont déja noté Steenken 
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et N. Rist in vitro, que cela n’ait pas entrainé de résistance & la viomy- 
cine, alors qu’inversement, l’apparition d’une résistance a la viomycine 
ett probablement entrainé une résistance & la kanamycine. 


> 


b) La gamme des dilutions de kanamycine A utiliser pour les 
mesures de résistance peut étre celle-ci: témoin, 5, 10, 20 et 50 pg 
par centimétre carré, ou par millilitre de milieu. Il ne faudra pas 
oublier que certaines souches sont naturellement moins sensibles que 
d’autres & la kanamycine et l’on ne pourra parler d’apparition de la 
résistance in vitro qu’a partir de 10 wg si l’on fait une lecture au 
dixiéme jour ou si l’on utilise des tubes imprégnés en surface, et 20 ug 
si l’on fait une lecture au vingtiéme jour de tubes ot l’on a inclus 
Vantibiotique avant coagulation. 


RESUME. 


La sensibilité 4 la kanamycine de 142 souches de bacilles tuberculeux 
a été mesurée. 

Deux méthodes ont été successivement utilisées : imprégnation de 
l'antibiotique en surface et inclusion dans la masse avant coagulation 
des milieux de Jensen. Ces souches provenaient aussi bien de malades 
qui n’avaient jamais recu de kanamycine (les uns sensibles aux anti- 
biotiques courants, d'autres plus ou moins résistants), que de malades 
en cours de traitement. 

On a pu ainsi: 

a) Vérifier qu’il n’y a pas de résistance croisée avec les antibiotiques 
suivants : streptomycine, isoniazide, PAS, 1314 Th ; 

b) Déterminer la gamme de dilutions de l’antibiotique 4 utiliser pour 
les mesures de résistance ; 

c) Etudier l’apparition in vivo de résistances 4 la kanamycine. 


SUMMARY 


STUDIES ON ANTITUBERCULOUS ACTIVITY OF KANAMYCIN 
ON 142 TUBERCLE BACILLI STRAINS. 


Two methods were succesively used : impregnation of the medium 
surface with the antibiotic, and inclusion into the medium before 
coagulation. 

The strains studied had been isolated from patients who had never 
been treated with kanamycin (some of them were sensitive to the usual 
antibiotics, some were more or less resistant), and from treated patients. 

The results allow : 

a) To prove that there is no crossed resistance between kanamycin 
and other antibiotics (streptomycin, INH, PAS, 1314 Th) ; 

b) To define the dilution ranges for the study of resistance ; 

c) To study the in vivo appearance of resistance to kanamycin. 
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LESIONS CELLULAIRES 
PROVOQUEES PAR LES REOVIRUS (VIRUS ECHO IO). 
ANTICORPS FLUORESCENTS ET ETUDE CYTOCHIMIQUE 


par Victoria DROUHET 
(avec la collaboration technique de M'* H. GOAREGUER). 


(Laboratoire de Virologie 
de la Société d’Etudes et de Soins pour les Enfants Poliomyélitiques (*), 
sous la direction du Professeur Roperr DeEsRé) 


Le virus ECHO 10 découvert par Sabin et Ramos-Alvarez [4] 4 partir 
des selles des enfants sains a été tout d’abord classé dans le groupe des 
virus entériques [2, 3]. Cependant, dés le début, on savait que les virus 
appartenant a ce type possédaient en cultures tissulaires de rein de 
singe un effet cytopathogéne distinct des autres virus entériques. Les 
études concernant sa taille, par filtration sur membrane gradocol, ont 
montré que son diamétre est approximativement de 70 my, donc beau- 
coup plus grand que celui des autres virus entériques. Plus tard, 
Malherbe, Harwin [4] et nous-méme [5] avons signalé la présence des 
inclusions intracytoplasmiques dans les cellules rénales de singe infec- 
tées par le virus ECHO 10. 

Ces faits et des recherches sérologiques récentes ont amené suffisam- 
ment d’arguments pour sortir les virus ECHO de type 10 du groupe 
des entérovirus. 

Sabin a proposé le nom de Réovirus pour marquer la liaison qui 
existe entre ce groupe et les virus respiratoires, d’un cdété, et ceux du 
tractus digestif, de l’autre [6]. 

Dans la présente communication nous donnons quelques résultats 
concernant la composition chimique de ces inclusions, ainsi que les 
résultats obtenus a l’aide des anticorps fluorescents pour la mise en 
évidence de l’antigéne viral dans les cellules. 

Avec la coloration de May-Griinwald-Giemsa, A pH 7,2, on observe 
dans les cellules en culture de rein de singe, infectées par le virus 
ECHO 10, des inclusions intracytoplasmiques colorées en bleu. Au début 
de leur formation elles sont petites, de taille et de forme irréguliéres ; 
aux stades plus avancés leur fusion donne des inclusions de forme irré- 
guliére, qui sont situées autour du noyau, parfois ’entourant comple- 
tement. Ces mémes inclusions ont été trouvées colorées en rouge par 
Sabin et coll., par la coloration hématoxyline-éosine. 

Les réactions cytochimiques que nous avons effectuées donnent les 
résultats suivants : 

La coloration de Feulgen ne montre pas la présence de l’acide désoxy- 
ribonucléique dans les inclusions. 


(*) Chateau de Longchamp, Bois de Boulogne, Paris-l6e, 
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Mais la coloration par le vert de méthyle-pyronine de Unna-Pappen- 
heim indique une intense pyroninophilie de l’inclusion. Cette colora- 
tion rouge de l’inclusion n’a plus lieu aprés la digestion par la ribo- 
nucléase, ce qui montre qu’il y a une forte concentration de l’acide 
ribonucléique dans ces inclusions. 

Les polysaccharides n’ont pas pu ¢tre mis en évidence par la tech- 
nique acide periodique-Schiff. 

L’infection des cellules en culture par le virus ECHO 10 produit une 
augmentation de l’acide ribonucléique dans le cytoplasme et 1’endroit 
de cette accumulation semble correspondre & notre inclusion. 

On peut se demander si l’inclusion cytoplasmique représente la loca- 
lisation intracellulaire du virus. 

Pour répondre a cette question, nous avons essayé de mettre en 
évidence, a l’aide des anticorps fluorescents, l’antigéne viral dans les 
cellules infectées, d’étudier sa localisation intracellulaire et de suivre 
son cycle déterminé par Je développement de 1’infection. 

Le principe de la méthode mise au point par Coons [8] est le 
suivant : l’anticorps spécifique déposé sur les cellules infectées forme un 
précipité & la surface des régions contenant l’antigéne viral. 

Dans la technique dite indirecte, les anticorps spécifiques précédem- 
ment fixés sont mis en évidence a4 l’aide d’un sérum fluorescent qui 
contient une anti-globuline de l’espéce qui a fourni le sérum anti- 
virus. 

Le sérum neutralisant anti-ECHO 10 a été préparé sur le lapin (1) 
et le sérum fluorescent de mouton contient une anti-globuline lapin 
conjuguée a l’isocyanate de fluorescéine (2). 

Les cellules rénales de singe cultivées sur des lamelles de verre ont 
élé imoculées avec la souche prototype ECHO 10 « Lang» que nous 
devons a l’obligeance du D* A. Sabin. Les préparations ont été prélevées 
4 divers temps aprés l’infection et traitées d’aprés la technique de 
Coons et coll. [8]. 


Trecunigur. — Les préparations sont lavées, séchées, fixées a l’acétone 
puis séchées & nouveau et traitées de la facon suivante : 

1° Addition de sérum de lapin contenant des anticorps anti-ECHO 10, 
pendant trente minutes. 

2° Lavage avec une solution physiologique tamponnée pH 7, pendant 
dix minutes. 

8° Addition de sérum de mouton fluorescent anti-globuline lapin, 
pendant trente minutes. Ce sérum a été préalablement dialysé pour 
éliminer l’excés d’isocyanate de fluorescéine non conjuguée et adsorbé 
ensuite deux fois par des cellules rénales de singe, pour éliminer les 
colorations non spécifiques [9]. 

4° Lavage pendant dix minutes. 

5° Montage des lames avec glycérol tamponné pH 7. 

6° Examen au microscope & fluorescence. 


(1) Sérum provenant de Microbiol. Assoc., U.S.A. 
(2) Sérum provenant de Sylvana Chemical C°, Orange, New-Jersey. 


620 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Les préparations servant de témoin sont de deux types : 

A. Cellules de rein de singe en culture, non infectées, traitées comme 
précédemment ; 

B. Cultures infectées par le virus ECHO 10, mais pour lesquelles le 
temps 1 de la coloration, c’est-a-dire laddition de sérum anti-ECHO 10, 
a été supprimé. 


EXAMEN AU MICROSCOPE A FLUORESCENCE. — Dans les préparations 
témoins ainsi que les cellules infectées 4 l’heure 0, le cytoplasme pré- 
sente une faible fluorescence bleudtre diffuse, propre aux cellules. 
Dix heures apres, les cellules infectées présentent dans le cytoplasme 
une fluorescence vert-jaune, distincte de l’autofluorescence cellulaire. 
Seize heures aprés, elle prend un aspect granulaire. Vingt-quatre 
heures apres l’infection, cette fluorescence du cytoplasme est plus intense 
et entoure le noyau sombre. Quarante-huit heures aprés, elle forme un 
large anneau autour du noyau et prend tout a fait le méme aspect 
que les inclusions décrites par la méthode tinctoriale: les noyaux ne 
sont pas fluorescents. Aprés ce délai les cellules en voie de dégénéres- 
cence sont toutes fluorescentes, ainsi que les résidus cellulaires. 

Nos résultats semblent donc indiquer : 

1° Que la protéine antigénique est présente dans le cytoplasme seule- 
ment: le noyau ne prend pas part 4 la synthése de la protéine anti- 
génique; d’abord a l'état granulaire, l’image fluorescente rappelle 
ensuite |’inclusion cytoplasmique caractéristique du virus ECHO 10. 

2° Que l’infection des cellules en culture par le virus ECHO 10 pro- 
duit une augmentation de l’acide ribonucléique et que cette accumu- 


PLANCHE 


Cellules épithiales de rein de singe en culture infectée par la souche 
Lang de Réovirus. Coloration par Ja méthode indirecte des anticorps 
fluorescents. 


Fic. 1. — Dix heures aprés Vinfection : les cellules présentent dans Je cyto- 
plasme une fluorescence jaune-vert distincte de l’autofluorescence cellulaire 
bleuatre. 

Fic. 2. — Seize heures. Apparition de granules fluorescents, de taille et de 


forme différentes, dans le cytoplasme des cellules. 


Fic, 3. — Vingt-quatre heures. Les grains fluorescents forment un anneau 
autour du noyau, qui par contraste apparait sombre et 4 contour bien limité, 


Fic. 4. — Quarante-huit heures. La fluorescence cytoplasmique, trés intense 
autour du noyau, prend l’aspect de Vinclusion typique, telle qu’on la voit 
colorée par les méthodes tinctoriales spéciales (fig. 6). Le noyau reste sombre 


Fic. 5. — Aprés quarante-huit heures toutes les cellules ont des inclusions 

fluorescentes et sont en voie de dégénérescence. Résidus cellulaires 
fluorescents. 

Fic. 6. — Inclusions cytoplasmiques intensément colorées en bleu par Ja 


coloration May-Grinwald-Giemsa. 
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lation correspond 4 l’inclusion cytoplasmique. On peut donc affirmer 
que cette inclusion est d’origine virale. 

Nos recherches concordent avec 1’étude au microscope électronique de 
Tournier et Plissier [10] qui considérent ce corps cytoplasmique comme 
un viroplasme ot s’élaborent les particules virales. 


SUMMARY 


CELLULAR LESIONS INDUCED By Rerovirnus (ECHO 10). 
FLUORESCENT ANTIBODY AND CYTOCHEMICAL STUDIES. 


1. The antigenic protein is only present in the cytoplasm; the 
nucleus does not play any part in the synthesis of this protein. The 
fluorescent picture resembles the inclusion body characteristic for 
ECHO 10 virus. 

2. Infection of tissue cultures by ECHO 10 virus results in an 
increase of ribonucleic acid, and there is a relationship between this 
increase ant the cytoplasmic inclusion. It is then possible to assess 
that this inclusion body has a viral origin. 


The author’s findings agree with the electron microscope studies 
of Tournier and Plissier [10], who consider the cytoplasmic inclusion 
body as a viroplasm, where the viral particles are formed. 
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Les communications suivantes paraitront en Mémoire dans les Annales 
de l'Institut Pasteur : 


Aspects histopathologiques des membranes chorio-allantoides 
soumises a des agressions expérimentales non virales, par 
R. Camain, P. Bris et H. PLAGNoL 


Note sur le diagnostic de la variole au laboratoire, par P. Bris, 
R. Camarn et H. DARRASSE. 
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Contribution a l'étude de la sensibilité de diverses lignées 
de souris a l’inoculation de Salmonella typhi, par E. Sacquer. 


Les groupes sanguins des chevaux, par M™ L. Popriacnoux, 
Z. Sorsu, M. Kownackr et M™° SzENIAWSKA. 


Le caractére immunologique des lacténines du lait de vache, 
par A. Porrmann, M. Prommer et J. Auciair. 


LIVRES REGUS 


D. B. Turner et D. H. Hollander. — Biologie des tréponématoses. Orga- 
nisation mondiale de la Santé: Série de Monographies, n° 36, 
Genéve, 1957, 289 pages. Prix: £ 1,10 s., $ 6,00, Fr. s. 18,—. 
(Dépositaire pour la France, Librairie Masson, Paris.) 


Il s’agit d’une étude biologique expérimentale, générale et surtout 
comparative, des diverses tréponématoses ; les auteurs relatent et situent 
leurs travaux du laboratoire du Centre international des Tréponéma- 
toses. 

L’expérimentation animale est effectuée sur le lapin et le hamster ; 
ce dernier est considéré comme l’animal de choix pour l’isolement des 
souches ; l’entretien sur animal du tréponéme de la pinta est toujours 
impossible. 

L’infection expérimentale met en évidence la production locale d’une 
substance mucoide qui conditionnerait quantitativement la virulence 
et permettrait une classification approchée des différentes espéces a 
Vorigine des différentes tréponématoses (syphilis vénérienne, pian, 
béjel). Les auteurs, selon le type de lésion produit chez le lapin et 
selon lallure de Jlinfection chez le hamster, classent les souches 
isolées (virulence décroissante) en type S (syphilis vénérienne), type Y 
(pian), type M (béjel, syphilis endémiques), et & part le type C (trépo- 
nématose a cuniculi du lapin). Les exceptions a la régle sont nom- 
breuses et il s’agit plus d’une hypothése de travail que d’une classi- 
fication définitive. Les auteurs étudient, entre autres, l’action des 
traitements hormonaux, des antibiotiques et surtout de la température, 
sur le déroulement de l’infection ; ils confirment que les températures 
supérieures & 40° aboutissent 4 une destruction progressive des trépo- 
némes et envisagent l’influence éventuelle de ce facteur sur 1]’évolution 
de la virulence dans les zones tropicales. 

On trouve dans ce texte une étude approfondie des conditions optima 
de survie des tréponémes. L’étude immunologique des différentes 
souches porte sur la résistance croisée et les manifestations humorales 
consécutives & lVinfection ; les souches étudiées s’apparentent tres étroi- 
tement, mais les quelques différences décelables varient de la méme 
oe que les mécanismes biologiques a l’origine des réactions tissu- 
aires. 
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La réponse des tréponémes a la pénicilline est la méme, quelle que 
soit la souche envisagée, tant in vitro (immobilisation) qu’in vivo ; 
la pénicilline n2a jamais donné expérimentalement de résistance, ce 
qui en fait l’antibiotique de choix. 

Cet ouvrage montre que, selon les espéces de tréponémes, le processus 
pathologique peut varier dans le détail, mais qu’en fait il demeure le 
méme dans ses grandes lignes ; et les auteurs concluent: « L’aspect 
le plus étonnant de la situation n’est peut-étre pas qu’il y ait des 
variations entre les tréponémes, mais que, durant des générations 
innombrables en ligne directe, des souches aient survécu, entre les- 
quelles des différences sont restées légéres. » deeb) 


Abnormal haemoglobins. A Symposium organized by the Council for 
international Organizations of Medical Sciences. 1 vol., 428 p., 
Masson et Ci*, Paris, Blackwell Scientific Publications, Oxford. 
EGixeeo le Nb 


Depuis la découverte des hémoglobines anormales, par Pauling en 
1949, de nombreux travaux sur les anémies hémolytiques ont abouti 
& Visolement de certains types d’hémoglobines anormales, transmises 
héréditairement. Elles tirent toute leur importance du fait de leur 
découverte dans les anémies hémolytiques chez les Méditerranéens et 
les Africains. Il est donc nécessaire, dans ce domaine, de réunir assez 
fréquemment les groupes de chercheurs pour leur permettre de 
confronter leurs résultats, leurs techniques et leurs hypothéses. 

Le Symposium organisé a Istanbul en 1957, par le C.I.O.M.S., 
a permis de réunir les rapporteurs, qui ont exposé, d’une part, les 
résultats des recherches biologiques et, d’autre part, la répartition 
géographique. 

Tous les aspects sont traités ; parmi ceux-ci : identification des hémo- 
globines humaines, interprétation des résultats sur l’hétérogénéité des 
hémoglobines, utilisation de l’électrophorése sur papier, aspects cli- 
niques et hématologiques des différents syndromes, hémoglobine feetale, 
pathologie de l’hémoglobine S, génétique et hémoglobines anormales, 
les différents types d’hémoglobine chez l’animal, distribution géogra- 
phique des types d’hémoglobine (Turquie, Iran, Italie, Gréce, Congo 
Belge, Algérie, Inde, Gahna, Thailande, Ceylan, Indonésie, Curacao et 
Surinam). 

L’ensemble présenté intéressera les biochimistes, les hématologistes, 
les généticiens, ainsi que les anthropologistes. Les plus grands spécia- 
listes ont participé 4 la rédaction de l’ouvrage. Il se termine par une 
bibliographie de plus de 30 pages et un index. IN. 13s 


Lectures on the scientific basis of medicine. (British Postgraduate 
Medical Federation, University of London), vol. 7, 1957-1958, The 
Athlone Press, Londres. Prix: 45 s. 


Ce septiéme volume des conférences organisées par la Fédération 
britannique d’enseignement postuniversitaire contient les sujets de 
23 exposés. Parmi ceux-ci, les immunologistes ou hématologistes liront 
avec plaisir les excellentes mises au point sur la génétique des groupes 
sanguins, les anémies hémolytiques acquises, les anémies mégaloblas- 
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tiques, les problémes posés par le systtme lymphopoiétique, la struc- 
ture du collagéne au cours des maladies du tissu conjonctif, le méta- 
bolisme des y-globulines ou la régénération du tissu hépatique. Sont 
aussi dignes d’étre lus, les problémes des affections coronariennes, la 
transmission génétique des caractéres biochimiques, l’anorexie chez le 
nouveau-né, les aspects biochimiques de l’hypertension, la carence en 


potassium. 
Comme le volume précédent, celui-ci retiendra l’attention de nom- 
Dreux lecteurs. A. EK. 
R. Schubert et H. Fischer. — Alinik parasitdrer Erkrankungen. 
Dietrich Steinkopff, édit., Darmstadt, 1959, 212 p., 73 fig., 
14 tabl. 


Il s’agit du volume XXXIX de la collection Medizinische Prazis, 
traitant des maladies parasitaires & Helminthes: Ascaris, Oxyures, 
Trichocéphales, Echinocoques. Les Trématodes (Douves et Schistosomes) 
ne sont pas étudiés, de méme d’ailleurs que les Helminthes, type 
Filaires, Ankylostomes en particulier. 

Aprés quelques considérations générales sur le parasitisme, les diffé- 
rentes maladies 4 Helminthes ci-dessus mentionnées sont étudiées sur 
le plan de Ja biologie, de 1’épidémiologie, de la clinique, du diagnostic, 
de la prophylaxie et de Ja thérapeutique. 

Le chapitre traitant de l’ascaridiose est trés important et, particu- 
liérement, les considérations concernant la clinique: éosinophilie, 
infiltrats pulmonaires, images radiologiques avec présence d’Ascaris dans 
différents organes. 

L’illustration est trés abondante et les documents photographiques 
et radiologiques sont tous magnifiquement reproduits. 

Cet ouvrage est appelé 4 rendre de trés grands services aux parasito- 


logues et aux médecins cliniciens. Lets 

André Voisin. — Sol, herbe, cancer. 1 vol., 316 p. (format 16 x 24), 
17 fig., 39 tabl. La Maison Rustique, édit., 26, rue Jacob, Paris (6°). 
Pris oO Nak 


Cet ouvrage, préfacé par le professeur F. Bressou qui en souligne 
l'importance dans une pénétrante analyse critique, aurait pu s’intituler 
« De la santé du sol 4 la santé de Vhomme », titre qui edit certainement 
eu la préférence des biologistes. Mais ]’auteur ne s’adresse pas qu’a 
eux seuls et a voulu toucher le grand public cultivé, d’ot la présen- 
tation par ]’éditeur sous une jaquette destinée & le frapper et dont nous 
ferons abstraction. 

IT] s’agit en fait d'un ouvrage d’une puissante originalité et dont la 
lecture ne cesse d’un bout A l’autre d’étre passionnante. Un principe 
fondamental a présidé 4 sa conception et A sa rédaction: A. Voisin 
considére que nos méthodes culturales actuelles détruisent l’harmonie 
des éléments du sol et que nombre de maladies animales et humaines 
dérivent de ce déséquilibre. Si l’on ne manqwera pas de discuter les 
points de vue de l’auteur quand il aborde le chapitre des maladies 
comme la tuberculose et le cancer, les faits expérimentaux, qui, eux, 
sont indiscutables et qui abondent tout au long de l’ouvrage, sont 
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impressionnants. Le sol fait lherbe, proclame-t-il, l’herbe fait 
l'animal et finalement le sol fait 1 homme. Le réle des divers éléments 
du sol (cuivre, magnésium, manganése, zinc, etc.) est fondamental 
dans la formation de certains composés organiques qui commandent 
la vie de la cellule. La carence en ces éléments provoque des dérégle- 
ments métaboliques qui influencent des états physiologiques tels que 
limmunité, la fécondité, la précocité, la croissance et se traduisent 
par l’incidence d’états pathologiques tels que la brucellose, les tétanies, 
des ataxies enzootiques, des diarrhées, des anémies. L’auteur ne peut 
que regretter l’absence de travaux francais sur ces problémes et les 
428 références que comporte son livre sont presque exclusivement anglo- 
saxonnes. L’accueil fait & cet ouvrage a l’étranger (il en existe des 
traductions anglaise et allemande) est enthousiaste, si lon en juge par 
les commentaires qui en accompagnent les analyses. ER ASS 


Comité d’Experts de la Peste : troisitme rapport. Organisation mondiale 
de la Santé : Série de Rapports techniques, 1959, n° 165, 438 p. 
(publié également en anglais et en espagnol). [Dépositaire pour 
la France : Librairie Masson, Paris. | 


Dans ce troisiéme rapport rédigé 4 la suite de la réunion du Comité 
d’Experts de la Peste 4 Genéve en 1958, la notion dominante est d’ordre 
épidémiologique. La faible incidence de la peste humaine, 4 la phase 
actuelle de déclin de la pandémie moderne, contraste avec la large 
dispersion du réservoir de virus représenté dans la nature par les 
rongeurs et leurs puces. La discrimination entre rongeurs sauvages 
d’une part, rongeurs domestiques d’autre part, les premiers considérés 
4 une époque encore récente comme Jes seuls véritables réservoirs de 
virus, n’apparait plus, aprés les constatations rapportées, comme fonda- 
mentale ; compte tenu de l]’écologie des rongeurs, de leur comporte- 
ment variable A l’égard de l’infection naturelle ou expérimentale, et 
aussi d’autres inconnues, la terminologie « peste des rongeurs » est 
plus souple et toutes les possibilités s’intégrent dans cette expression. 
L’efficacité des vecteurs, leur capacité de survie dans les conditions de 
la nature posent des problemes dont Ja complexité se réveéle devant les 
divergences de résullats enregistrés au laboratoire avec différentes 
souches d’une seule et méme espéce. Des travaux exécutés sur une trés 
vaste échelle sur le terrain en URSS ont montré que des puces infectées 
sont capables de survivre parfois un an A J’état d’inanition et que le 
role essentiel des rongeurs résistants serait d’assurer la survie des puces 
infectées. 

Quelques considérations relatives au traitement, 4 la vaccination et 
4 la chimioprophylaxie sont briévement commentées, mais ne tiennent 
qu’une place réduite dans ce rapport. On y lit notarnment que la séro- 
prophylaxie (pratiquement abandonnée depuis vingt ans) n’est plus 
recommandée par le Comité. 

Des annexes ont trait 4 l’organisation des enquétes épidémiologiques 
sur Ja peste des rongeurs non domestiques et comprennent aussi des 
tableaux sur lesquels figurent, avec leur répartition géographique, la 
liste des rongeurs et lagomorphes (en dehors des rats commensaux) 
incriminés dans la transmission de la peste ainsi que l’énumération des 
puces vectrices. G. G. 
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V. B. D. Skerman. — A guide to the identification of the genera of 
bacteria, 1 vol., 217 p., 31 pl., The Williams and Wilkins 
Company, Baltimore. Prix : $ 5,50. 


Ce guide comprend 5 parties : une clef de 47 pages pour la détermi- 
nation des genres bactériens, déja incorporée dans la 7° édition du 
Bergey’s Manual et analysée antérieurement ; un exposé de 95 pages 
sur les genres bactériens : définition, auteur, date et référence a la 
clef ; une description des méthodes de la bactériologie déterminative 
en 64 pages ; une trés belle iconographie des principaux genres bacteé- 
riens en 31 planches ; un guide pour 1’étude des genres bactériens en 
4 pages. L’ouvrage se termine par un index référentiel des matiéres. 
L’iconographie et le raccourci sur les genres rendront certainement 
service aux débutants. Il est difficile de se prononcer sur la valeur de 
la clef pour les bactériologistes de formation australienne, mais on peut 
affirmer qu’elle est contraire aux méthodes francaises de travail. Quant 
au vade mecum de méthodologie, il sera utile 4 tous les chercheurs. 

INercl ates 2s 


C. Lamanna et F. Mallette. — Basic Bacteriology. 2° éd., 1 vol., 853 p., 
The Williams and Wilkins Company, édit., Baltimore. Prix : 
$ 13,50. 


La premiére édition de ce livre, parue en 1953, avait subi deux réim- 
pressions en 1954 et 1956. C’est dire le succés de cet ouvrage fait avec 
beaucoup de soin, dont vient de paraitre la 2° édition. Les princi- 
paux chapitres sont les suivants : classification des bactéries, leurs 
caractéres généraux, microscopie, colorations, anatomie bactérienne, 
propriétés de surface, croissance, enzymes, influence des facteurs phy- 
siques sur les bactéries, nutrition, variations et génétique, métabolisme, 
désinfection chimique. Chacun de ces chapitres de « microbiologie 
générale » est suivi d’une bibliographie sélectionnée et classée. La 
présentation de ce livre est excellente. Cette édition aura certainement 
un grand succés. Nous la recommandons & tous ceux qui s’occupent 
de l’enseignement et de la recherche en microbiologie. 

Lake 


Selman A. Waksman. — The actinomycetes. Vol. I. Nature, occurrence 
and activities. 1 vol., 327 p., The Williams and Wilkins Company, 
édit., Baltimore, 1959. Prix : $ 12,5. 


Le livre présenté ici est en quelque sorte une réédition de l’ouvrage 
publié naguére par S. A. Waksman dans une autre collection. Le titre 
est pratiquement inchangé et les chapitres qui le composent traitent 
approximativement des mémes sujets. Toutefois, il est bien évident que 
cette nouvelle édition présente un intérét tout particulier : l’auteur a, 
en effet, considérablement enrichi son texte, déja fort complet, d’acqui- 
sitions récentes dans le domaine des actinomycétes. De plus, ce volume 
ne constitue que le tome premier d’une ceuvre plus complete, les 
volumes projetés traitant de la détermination des actinomycétes et de 
leur utilisation pour la préparation de composés utilisables en médecine. 
Les actinomycétes sont tout d’abord présentés au lecteur : apres une 
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introduction historique, importance de ces microorganismes est sou- 
lignée par l’indication de la place qu’ils prennent dans Ja nature. 
L’auteur traite ensuite de la morphologie, de la cytologie et des phéno- 
ménes de variation et de mutation. La physiologie et la biochimie des 
actinomycétes font l’objet d’une partie importante du livre. Ce sont 
tout d’abord les problémes de nutrition : étude de l’alimentation car- 
bonée, azotée et minérale, action de la température, de la dessiccation, 
de la concentration saline. Les activités enzymatiques des actinomycétes 
sont passées en revue trés en détail (phénoménes d’oxydation, respira- 
tion, décomposition de substances complexes trés diverses, etc.), puis 
Vauteur présente les divers enzymes synthétisés. Ce sont ensuite la 
production de vitamines (en particulier de la vitamine B,,) et autres 
facteurs de croissance, puis la synthése de pigments qui sont large- 
ment étudiées. Un important chapitre est consacré 4 1’étude des pro- 
priétés antagonistes des actinomycttes, propriétés qui ont fait l’objet 
de tant de travaux. Ce chapitre et celui qui le suit résument les connais- 
sances actuelles sur les propriétés antibiotiques des actinomycétes et 
présentent les méthodes utilisées pour les recherches de souches produc- 
trices d’antibiotiques et la mise en évidence des substances actives. 
Les principaux antibiotiques synthétisés par les actinomycétes sont 
ensuite étudiés succinctement. Les derniers chapitres sont consacrés 
aux actinomycétes pathogénes pour ]’>homme, les animaux et les végé- 
taux. Ces microorganismes sont en effet 4 l’origine d’un certain nombre 
de maladies graves de l*>homme dont l’actinomycose 4 germe anaérobie, 
les nocardioses, les mycétomes... 

Dans ce livre, l’auteur présente donc d’abord le fruit de son expé- 
rience personnelle, qui est immense puisqu’il est celui qui a fait 
connaitre les actinomycétes, mais également il donne une revue trés 
compléte des divers travaux consacrés aux multiples aspects de ces 
organismes. On ne s’étonne donc pas de trouver en fin de volume une 
trés importante bibliographie (environ 1 200 références) qui peut guider 
utilement le lecteur désireux de mieux connaitre tel ou tel point parti- 
culier. La belle présentation du volume, les nombreuses illustrations 
rendent trés agréable la consultation de cet ouvrage indispensable. 

F. M. 


Orientation de Venseignement de la pathologie vers la médecine pré- 
ventive. Septiéme rapport du Comité d’experts de la Formation 
professionnelle et technique du personnel médical et auziliaire. 
O. M. S., Série de rapports techniques, 1959, n° 175, 30 p. Prix: 
Fr. s. 1,--, 1/9 ou $ 0,30 (Dépositaire pour la France : Librairie 


Masson, Paris). 


En 1957, 170. M.S. a réuni un groupe d’étude chargé d’examiner les 
moyens permettant d’orienter l’enseignement de la physiologie vers la 
médecine préventive. Une téche analogue vient d’étre confiée au Comité 
d’experts de la Formation professionnelle 4 propos de 1l’enseignement 
de la pathologie. Le rapport du Comité donne briévement quelques 
exemples de problémes médicaux actuels portant sur les maladies de 
Vindustrialisation, la pathologie des traumatismes, les maladies iatro- 
génes, les radio-lésions, les maladies résultant d’une alimentation défec- 
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tueuse, les infections, parasitoses, morsures et piqdres d’animaux veni- 
meux, la pathologie et la génétique humaine, la pathogénie des ano- 
malies congénitales, l’état pré-cancéreux, l’importance croissante de 
Vimmunologie en pathologie, et enfin les enseignements a tirer de la 
pathologie géographique. jal the 


Le role des hépitaux dans les soins médicaux ambulatoires et & domi- 
cile. Deuxiéme rapport du Comité d’experts de VOrganisation des 
Soins médicauz. O.M.S., Série de rapports techniques, 1959 ; 
n° 176, 34 p. Prix: Fr. s. 1,—, 1/9 ou $ 0,30 (Dépositaire pour 
la France : Librairie Masson, Paris). 


Ce rapport traite des « mesures & prendre pour organiser et coor- 
donner des services complets de soins médicaux d’ordre préventif et 
curatif a l’intention de Vindividu en dehors des salles d’hépital ». Ces 
services englobent les soins ambulatoires donnés dans les consultations 
externes, les soins & domicile, la post-cure et la réadaptation médicale. 
Le Comité a reconnu que le degré de coordination qu’il sera possible 
d’obtenir entre ces services dépendra des conditions nationales ou 
locales ; il estime néanmoins que l’établissement d’une autorité cen- 
trale serait de nature a faciliter la mise en place rationnelle des 
services. Mab, we 


L’anémie ferriprive. Rapport d’un groupe d’étude. O.M.S., Série de 
rapports techniques, 1959, n° 182-716) pa Prissy bias eel 
ou $ 0,30 (Dépositaire pour la France: Librairie Masson, Paris). 


L’anémie ferriprive constitue un vaste probléme de santé publique 
pour les pays sous-développés, notamment dans la zone tropicale. Il 
semble que le régime alimentaire de la plupart des pays tropicaux ne 
présente pas de carence en fer appréciable, mais que la nature de ce 
régime puisse réduire |’absorption de fer. Les autres facteurs qui contri- 
buent a rompre |’équilibre martial sont l’élimination excessive par la 
sueur ou les pertes de sang dues a ]’ankylostomiase. L’anémie ferriprive 
serait probablement aussi associée 4 une ration insuffisante en pro- 
téines, mais 14 encore des recherches s’imposent. Eig 


Comité mizte F.A.O./O.M.S. d’experts des Zoonoses, Deuxiéme rap- 
port. Organisation mondiale de la Santé: Série de Rapports tech- 
niques, 1959, n° 169 ; 91 pages. Prix: Fr. s. 2,—, 3/6 ou $ 0,60. 
(Dépositaire pour la France: Librairie Masson, Paris.) 


Comité d’experts de VHygiéne et de la Salubrité dans les Transports 
aériens. Premier rapport. Organisation mondiale de la Santé : Série 
de Rapports techniques, 1959, n° 174 ; 71 pages. Prix: Fr. s. 2,—, 


3/6 ou $ 0,60. (Dépositaire pour la France: Librairie Masson 
Paris. ) 
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